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Cyanidtolerante Nitrilhydratasen 

Die Erfindung betrifft cyanidtolerante Nitrilhydratasen 
insbesondere aus Pseudomonas putida- oder Pseudomonas 
marginalis- Stammen, die eine erhohte Cyanidtoleranz 
5 aufweisen, ihre Verwendung zur Herstellung von Amiden aus 
Nitrilen in Gegenwart von Cyaniden und fur dieses Enzym 
kodierende Polynukleotidsequenzen. 

Die Umsetzung von a-Hydroxynitrilen (Cyanhydrinen) und oc- 
Aminonitrilen zu den entsprechenden Amiden raittels 

10 Nitrilhydratasen eroffnet eine neue Synthesevariante zu a- 
Hydroxys aur en und oc-AminosSuren , da oc-Hydroxy- und a- 
Aminoamide auf einfache Weise verseift werden konnen 
(Process and catalysts for the production of methionine. 
Ponceblanc, Herve; Rossi, Jean-Christophe; Laval, Philip; 

15 Gros, Georges. ( Rhone- Poulenc Animal Nutrition SA, Fr.), 

(WO 2001060789) . Alternativ konnen a-Hydroxyamide auch mit 
Alkali- oder Erdalkalimetallhydroxiden zu den 
entsprechenden Salzen der HydroxysS.uren umgesetzt werden. 
Besonders bevorzugt ist hierbei die Umsetzung von 4- 

20 Methyl thio-a-hydroxybutyramid (MHA-Amid) mit 

Calciumhydroxid, da Calcium-MHA direkt als alternative 
Produktform zu Methionin oder MHA als Futtermittelzusatz 
eingesetzt werden kann. 

Allerdings zerf alien a-Hydroxynitrile und. a-Aminonitrile 
25 leicht zu Aldehyden und Blausaure bzw. Aldehyden, Blausaure 
und Ammoniak. Die entstehende Blausaure ist ein starker 
Inhibitor fiir fast alle bekannten Nitrilhydratasen, mit 
Ausnahme der Nitrilhydratase aus Rhodococcus equi XL-1, die 
bei 20 mM Cyanid den bisher geringsten bekannten 
30 Aktivitatsverlust zeigt. (Production of amides from 
nitriles by Rhodococcus equi cells having a cyanide 
resistant-nitrile hydratase. Nagasawa, Tohru; 

Matsuyama, Akinobu. (Daicel Chemical Industries, Ltd., 
Japan) , (EP 1 266 962 A) , 
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Die geringe Produktivitat von ca. 8 g Amid pro g 
Biotrockenmasse der Ruhezellen, die lange Reaktionszeit von 
43 Stunden und die relativ geringe Produktkonzentration von 
75 g/L fuhren zur Suche nach verbesserten Nitrilhydratasen. 

5 Das Ziel der bier beschriebenen Erfindung ist deshalb einen 
Biokatalysator zur Verfiigung zu stellen, der nicht diesen 
Einschrankungen unterliegt. Ausserdem ist eine noch hohere 
Toleranz des Biokatalysators gegenuber Cyanid vorteilbaf t , 
da a-Hydroxynitrile und a-Aminonitrile zur Gewahrleistung 

10 einer schnellen und vollstandigen Umsetzung des Aldehyds 
bevorzugt iait einem 1-3 %-igen Uberschuss an Blausaure 
hergestellt werden, der zum Teil im Produkt verbleibt. 
Somit k6nnen WcLhrend der Biotransformation 
Cyanidkonzentrationen auftreten, die 20 mM ubersteigen. 

15 Nebenprodukte und Reagentien wie als Hilfsbasen eingesetzte 
Amine dtirfen die Nitrilhydratase-Aktivitat ebenfalls nicht 
inhibieren. 

Aufgabe der Erfindung ist es, Nitrilhydratasen 
bereitzustellen, die gegenuber bei 'der Umsetzung von 
20 Nitrilen zu Ami den in der Reaktionslosung vorhandenen 
Cyanidionen eine erhohte Stabilitat aufweisen. 

Gegenstand der Erfindung sind isolierte Polynukleotide, 
insbesondere aus Mikroorganismen der Gattung Pseudonomas, 
die fiir Polypeptide mit den Aminbsauresequenzen kodieren, 
25 die zu 90 bis 100 % identisch sind mit den in den Sequenzen 
SEQ ID 3^0:2, 3, 5, 7, 8, 10 enthaltenden 

Aminos auresequenz en, wobei die Polypeptide, enthaltend die 
Sequenzen SEQ ID NO : 2 , 3, 5 oder 7, 8, 10, zusammen 
jeweils die Aktivitat einer cyanidtpleranten 
30 Nitrilhydratase besitzen bzw. diese Nitrilhydratase bilden. 

Bevorzugt stammen die Polynukleotide aus Pseudonomas putida 
Oder Pseudonomoas marginalis. 
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Gegenstand der Erfindung sind weiter Polynukleotide, 
ausgewah.lt aus der Gruppe 

a) Polynukleotide, enthaltend £ie oder bestehend aus den 
Nukleotidsequenzen aus den SEQ ID NO:l, 4, 6, 9 oder 

5 dazu komplementaren Nukleotidsequenzen, 

b) Polynukleotide, enthaltend v Nukleotidsequenzen, die den 
Seguenzen aus a) im Rahmen der Degeneriertheit des 
genetischen Codes entsprechen, 

c) Polynukleotide enthaltend Nukleotidsequenzen gemass 
10 a) , die funktionsneutrale. Sinnmutationen enthalten, 

d) Polynukleotide, die mit den komplementaren Seguenzen 
aus a) oder c) unter stringenten Bedingungen 
hybridisieren, 



15 wobei die Polynukleotide ftir eine cyanidtolerante 
Nitrilhydratase kodieren. 

Gegenstand der Erfindung sind ebenso die durch diese 
Polynukleotide kodierten Polypeptide mit den Sequenzen SEQ 
ID NO:2, 3, 5 oder 7, 8, 10 mit der Aktivitat von 

2 0 cyanidtoleranten Nitrilhydratasen aus Mikroorganismen der 

Gattung Pseudonomas, die sowohl in % den Mikroorganismen 
angereichert oder in isolierter Form vorliegen kSnnen. 
SEQ ID NO: 2 und 7 kodieren ftir die alpha-Untereinheiten der 
Nitrilhydratasen, SEQ ID NO: 3 und 8 ftir die beta- 
25 Untereinheiten der Nitrilhydratasen und SEQ ID NO: 5 und 10 
ftir Aktivatorproteine deren Co-Expression ftir die Aktivitat 
der Nitrilhydratasen essentiell ist (Nojiri et al., 1999, 
vJournal of Biochemistry, 125:69 6-704) 

Erf indungsgemS£ werden bevorzugt Wirtszellen verwendet, die 

3 0 durch die erf indungsgemaSen Polynukleotide transf ormiert 

oder transf ektiert wurden. 
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Die Wirtszellen konnen zu den Eukaryonten oder Prokaryonten 
zahlen, ftir die ein stabiles Expressionssystem bekannt ist, 
insbesondere 

Als Host-Organismus dienen bevorzugt Mikroorganismen, ftir 
5 Expressionssysteme gibt, wie z. B. Pseudomonas , Pichia, 
verschiedene Hefen, Saccaromyces , Aspergillus oder der 
Familie Streptomyces, isbesondere E . coli. Mikroorganismen 
der Gattung Rhodococcus sind ebenso geeignet. 



10 Vektor DNA kann in eukaryonische oder prokaryonische Zellen 
durch bekannt e Transformations- oder Trans f ekt ions techniken 
eingefiihrt wer den . 

„ Trans formation * , „Transf ektion" , „Konjugation" und 
„ Trans dukti on * beziehen sich auf nach dem Stand der 
15 Techniken bekannt en Mafeiahmen, "urn fremde DNA einzufuhren. 

Gegenstand der Erfindung sind ebenso Polynukleotide, die im 
wesentlichen aus einer Polynukleotidsecjuenz bestehen, die 
erhSltlich sind durch Screening mittels Hybridisierung 
einer entsprechenden Genbank von Pseudonomas marginalis 
20 oder Pseudonomas putida, die das vollstandige Gen oder 

Teile davon enthalt, mit einer Sonde, die die Sequenzen der 
erf indungsgemaSen Polynukleotide aus der SEQ ID No : 1 , 4 
oder 6, 9 oder Fragmente davon enthalt und Isolierung der 
genannten Polynukleotidsequenz . 

25 Polynukleotide, die die Sequenzen gemaS der Erfindung 

enthalten, sind als Hybridisierungs-Sonden ftir RNA, cDNA 
und DNA geeignet, urn Nukleinsauren beziehungsweise 
Polynukleotide oder Gene in voller Lange zu isolieren, die 
ftir die erf indungsgemafeen Proteine kodieren, oder urn solche . 

3 0 Nukleinsauren beziehungsweise Polynukleotide oder Gene zu 
isolieren, die eine hohe Ahnlichkeit der Sequenzen mit 
denen der erf indungsgemaSen Gene aufweisen. Sie kSnnen 
ebenso als Sonde auf sogenannte "arrays", "micro arrays" 
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oder tt DNA chips" aufgebracht werden, um die entsprechenden 
Polynukleotide oder hiervon abgeleitete Sequenzen wie z.B. 
KNA oder cDNA zu detektieren und zu bestimmen. 

Polynukleotide, die die Sequenzen gemafi der Erfindung 
5 enthalten, sind weiterhin als Primer geeignet, mit deren 

Hilfe mit der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) DNA von Genen 
hergestellt werden kann, die flip die erf indungsgemafien 
Proteine kodieren. •••• s ■ 

Solche als Sonden oder Primer dienende Oligonukleotide, 
10 enthalten mindestens 25 oder 30, bevorzugt mindestens 20, 
ganz besonders bevorzugt mindestens 15 auf einanderf olgende 
Nukleotide. Geeignet sind ebenfalls Oligonukleotide mit 
einer Lange von mindestens 40 oder 50 Nukleotiden. 
Gegebenenf alls sind auch Oligonukleotide mit einer Lange 
15 von mindestens 100, 150, 200, 250 oder 300 Nukleotiden 
geeignet . 

/7 Isoliert* bedeutet aus seinem natiirlichen Umfeld 
herausgetrennt . 

,,Polynukleotid* bezieht sich im allgemeinen auf 
20 Polyribonukleotide und Polydeoxyribonukleotide, wobei es 
sich -urn nicht modifizierte KNA oder DNA oder modifizierte 
RNA oder DNA handeln kann. 

Die Polynukleotide gemaS Erfindung schliefeen Polynukleotide 
gemaS SEQ ID No : 1 , 4, 6, 9 oder darin enthaltene Fragmente 
25 und auch solche ein, die zu wehigstens 90 %, 93 %, 95 %, 97 
% oder 99% identisch sind mit deri Polynukleotiden gemafi 
SEQ ID NO:l, 4, 6, 9 oder darin enthaltenen Fragmenten. 

Unter „ Polypeptide^ versteht man Peptide oder Proteine, 
die zwei oder mehr uber Peptidbindungen verbundene 
30 AminosSuren en thai ten . 



Die Polypeptide gemafi Erfindung schlieSen Polypeptide gemaS 
den Sequenzen SEQ ID NO: 2, 3, 5, 7, 8, 10 , und auch solche 
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ein, die zu wenigstens 90%, und besonders bevorzugt zu 
wenigstens 91%, 95%, 97% oder 99% identisch sind mit den 
Polypeptiden gemaS den Sequenzen SEQ ID NO: 2, 3, 5, 7, 8, 
10. 

5 Die aus der gewunschten Genbank erhaltenen DNA- S equenz en 
konnen dann mit bekannten Algorithmen bzw. Sequenzanalyse- 
Programmen wie z.B. dem von Staden (Nucleic Acids Research 
14, 217-232(1986)), dem von Marck (Nucleic Acids Research 
16, 1829-1836 (1988)) oder dem GCG-Programm von Butler 
10 (Methods of Biochemical Analysis 39, 74-97 (1998)) 
untersucht werden. 

Kodierende DNA- Sequenzen, die sich den in aus SEQ ID No. 1, 
4, 6, 9 enthaltenen Sequenzen durch die Degeneriertheit des 
genetischen Kodes ergeben, sind ebenfalls Bestandteil der 

15 Erfindung. In gleicher Weise sind DNA- Sequenzen, die mit 
dies en Sequenzen oder Teilen von davon hybridisieren, 
Bestandteil der Erfindung. In der Fachwelt sind weiterhin 
konservative AminosSureaustausche wie z.B. Austausch von 
Glycin gegen Alanin oder von. Asparagins Sure gegen 

20 Glutaminsaure in Proteinen als ,,Sinnmutationen xv („sense 
mutations" 1 ) bekannt, die zu keiner gxundsatzlichen 
Veranderung der Aktivit&t des Proteins ftihren, d.h. 
funktionsneutral sind. Weiterhin ist bekannt, dafi 
Anderungen am N- und/ oder C-Terminus eines Proteins des sen 

25 .Funktion nicht wesentlich beeintrachtigen oder sogar 

stabilisieren konnen. Angaben hierzu findet der Fachmann 
unter anderem bei Ben-Bassat et al. (Journal of 
Bacteriology 169:751-757 (1987)), bei O'Regan et al . (Gene 
77:237-251 (1989)), bei Sahin-Toth et al . (Protein Sciences 

30 3:240-247 (1994)), bei Hochuli et al . (Bio/Technology 
6:1321-1325 (1988)) und in bekannten Lehrbuchern der 
Genetik und Molekularbiologie. 

SchlieSlich sind DNA-Sequenzen Bestandteil der Erfindung, 
die durch die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) unter 
35 Verwendung von Primem hergestellt werden, die sich aus 
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SEQ ID NO: 1, 4, 6, 9 ergeben. Derartige Oligonukleotide 
liaben typischerweise eine Lange von mindestens 15 
auf einanderf olgenden Nukleotiden, insbesondere von 20, 3 0 
Oder 40. 

Anleitungen zur Identif izierung von DNA-Sequenzen mittels 
Hybridisierung findet der Fachmann unter anderem im 
Handbuch 181 The DIG System Users Guide for Filter 
Hybridization" der Firma Boehringer Mannheim GmbH 
(Mannheim, Deutschland, 1993) und bei Liebl et al. 
(International Journal of Systematic Bacteriology (1991) 
41: 255-260). Die Hybridisierung findet unter stringenten 
Bedingungen statt, das heii&t, es werden nur Hybride 
gebildet, bei denen Sonde und Zielsequenz, d. h. die mit 
der Sonde behandelten Polynukleotide, mindestens 90% 
identisch sind. Es ist bekannt, dass die Stringenz der 
Hybridisierung einschlieSlich der Waschschritte durch 
Variieren der Puf f erzusammensetzung, der Temperatur und der 
Salzkonzentration beeinflusst bzw. bestimmt wird. Die 
Hybridisierungsreaktion wird vorzugsweise bei relativ 
niedriger Stringenz im Vergleich zu den Waschschritten 
durchgeftihrt (Hybaid Hybridisation Guide, Hybaid Limited, 
Teddington, UK, 1996). 

Fur die Hybridisierungsreaktion kann beispielsweise ein 5x 
SSC- Puffer bei einer Temperatur . von ca. 50°C - 68°C 
25 eingesetzt werden. Dabei kQnnen Sonden auch mit 

Polynukleotiden hybridisieren, die weniger als 70% 
Identit&t zur Sequenz der Sonde aufweisen. Solche Hybride 
sind weniger stabil und werden durch Waschen unter 
stringenten Bedingungen entfemt. Dies kann beispielsweise 
3 0 durch Senken der Salzkonzentration auf 2x SSC und 

gegebenenfalls nachfolgend 0,5x SSC (The DIG System User's 
Guide for Filter Hybridisation, Boehringer Mannheim, 
Mannheim, Deutschland, 1995) erreicht werden, wobei eine 
Temperatur von ca. 50°C - 68 °C eingestellt wird. Es ist 
35 gegebenenfalls moglich die Salzkonzentration bis auf 0,lx 
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SSC zu senken. Durch schrittweise Erhohung der 
Hybridisierungstemperatur in Schritten von ca. 1 - 2°C von 
50°C auf 68°C konnen Polynukleotidf ragmente isoliert 
werden, die beispielsweise mindestens 90% bis 95% Identitat 
5 zur Sequenz der eingesetzten Sonde besitzen. Weitere 

Anleitungen zur Hybridisierung sind in Form sogenannter 
Kits am Markt erh&ltlich (z.B. DIG Easy Hyb von der Firma 
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland, Catalog No. 
1603558). 

10 Anleitungen zur Amplif ikation von DNA-Sequenzen mit Hilfe 
der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) findet der Fachmann 
unter anderem im Handbuch von Gait: Oligonukleotide 
synthesis: A Practical Approach (IRL Press, Oxford, UK, 
1984) und bei Newton und Graham: PCR (Spektrum Akademischer 

15 Verlag, Heidelberg, Deutschland, 1994) . 

Im allgemeinen geht man so vor, dass man ein gut 
exprimierbares Gen in einen Vektor mit niedriger 
Kopienzahl, Gene mit schwScherer Expressionsleistung auf 
einem Vektor mit hoherer Kopienzahl und/oder starkem 
20 Promotor kloniert. Die Wirtszellen sind mit diesen Vektoren 
in der Weise trans formiert, dass sie im Vergleich zum 
Startorganismus mindestens jeweils eine zusStzliche Kopie 
der fur die Bildung von Nitrilhydratase kodierenden 
Nukleotidseguenzen enthalten. 

25 Die so hergestellten trans formiert en oder rekombinanten 

Mikroorganismen insbesondere der Gattung Pseudonomas sind 
ebenfalls Teil der Erfindung. 

Es wurde gefunden, dass die Verstarkung der fur die 
erf indungsgemafie Nitrylhydratase und das Helf erprotein P47K 
30 kodierenden Gene in Mikroorganismen zu einer erhohten 

Produktion der Nitrilhydratase oder auch zu einer erhohten 
Aktivitat der Nitrilhydratase ftthren. 
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Der Begriff „Verstarkung* beschreibt in dies em Zusammenhang 
die ErhShung der intrazellularen Aktivitat eines Oder 
mehrerer Enzyme in einem Mikroorganismus , die durch die 
entsprechende DNA kodiert werden, indem man beispielsweise 
5 die Kopienzahl des Gens bzw. der Gene erhoht, einen starken 
Promo tor verwendet Oder ein Gen verwendet, das fur ein 
entsprechendes Enzym mit einer hohen Aktivitat kodiert und 
gegebenenfalls diese Mafinahmen kombiniert, im Vergleich zum 
nicht rekombinierten Startorganismus • 

Zur Erzielung einer Uberexpression kann die Promotor- und 
Regluationsregion oder die Ribosomenbindungsstelle, die 
sich stromaufwarts des Strukturgens befindet, mutiert 
werden. In gleicher Weise wirken Expressionskassetten, die 
stromaufwarts des Strukturgens eingebaut werden. Durch 
induzierbare Promo toren ist es zusatzlich moglich, die 
Expression im Verlaufe der f ermentativen Aminos aure- 
Production zu steigern. Durch Mafinahmen zur Verlangerung 
der Lebensdauer der m-RNA wird ebenfalls die Expression 
verbessert , 

Weiterhin wird durch Verhinderung des Abbaus des 
Enzymproteins ebenfalls die Enzymaktivitat verstarkt. Die 
Gene oder Genkonstrukte konnen * entweder in Plasmiden mit 
unterschiedlicher Kopienzahl vorliegen oder im Chromosom 
integriert und amplifiziert sein. Alternativ kann weiterhin 
eine Uberexpression der betref fenden Gene durch Veranderung 
der Medienzusammensetzung und Kulturfiihrung erreicht 
werden . 

Gegenstand der Erfindung sind ebenso 

1) ein Verfahren zur enzymatischen Herstellung von Ami den 
30 aus Nitrilen, das folgende Schritte aufweist: 

a) Umsetzung einer (eine) Nitrilgruppe (n) 

enthaltenden Verbindung mit einem mikrobiellen 
Enzym, das Nitrilhydratase- Aktivitat aufweist und 



10 
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b) Abtrennung dies gebildeten Amids, wobei man 

c) fur die Umsetzung des Nitrils zum Amid eine 

erf indungsgemafie Nitrilhydratase einsetzt. Deren 
Restaktivit&t betragt nach cier Umsetzung von 
5 Methacrylnitril in Gegenwart von 20 mM (mM = 

mmol/1) Cyanidionen bei 20°C nach 3 0 min. 
bevorzugt mindestens 90 % der Restaktivitat 
desselben Enzyms, wenn dieses das unter ansonsten 
denselben Bedingungen in Abwesenheit von 
10 Cyanidionen fur die Umsetzung eingesetzt wurde. 

2) ein Verfahren gemafi 1), dadurch gekennzeichnet, dass 
die Restaktivitat nach der Umsetzung in Gegenwart von 
50 mM Cyanidionen mindestens 60 % betragt, 

3 ) ein Verfahren gem3.fi 1 ) oder 2 ) , dadurch 

15 gekennzeichnet, dass man das Enzym produzierende und 

enthaltende Mikroorganismen oder deren Lysat einsetzt. 

4) ein Verfahren gemafi 3), dadurch gekennzeichnet, dass 
man ruhende Zelle des Mikroorganismus einsetzt, 

5 ) ein Verfahren gemaS 1 ) oder 2 ) , dadurch 

20 gekennzeichnet, dass man das gereinigte Enzym 

einsetzt, 

6) ein Verfahren gemS.fi 1) bis 5), dadurch gekennzeichnet, 
dass das Enzym aus Mikroorganismen der Gattung 
Pseudomonas stammt, insbesondere Pseudonomas putida 

25 oder Pseudonomas marginal is, 

7) ein Verfahren gemafi 6, dadurch gekennzeichnet, dass 
das Enzym aus Mikroorganismen der Gattung Pseudomonas 
stammt, hinterlegt unter den Nummern DSM 16275 und 
DSM 16276, und die Amino sauresequenz en mit den 

30 Sequenzen SEQ ID NO : 2 , 3, 5, 7, 8, 10 aufweisen, 



WO 2005/090394 



11 



PCT7EP2005/002689 



8) ein Verfahren gemaS einem oder mehreren der Punkte 1) 
bis 7) , dadurch gekennzeichnet, dass man Verbindungen 
der allgemeinen Formeln 




CN 

5 

(I) 

R m -CN (II) 
in der bedeuten: 

X: OH, H, Alkyl mit 1 bis 4 C-Atomen, NH 2 
10 R: H, ges&ttigter Alkylrest mit 1 bis 12 C-Atomen, 

verzweigt oder unverzweigt , gegebenen falls NH 2 - 
substituiert 

ungesattigte Alkylreste mit einer Doppelbindung 
und 1 bis 12 C-Atomen, verzweigt oder 
15 unverzweigt, Cycloalkylgruppen mit 3 bis 6 C- 

Atomen, 

mit Alkylthiogruppen substituierte 
Alkylenreste, wobei Alkyl bier einem Ci bis C 3 - 
Rest 

20 und Alkyl en einem zweiwertigen C 3 bis C 8 -Rest 

entspricht , 

R x : H, wenn R kein H bedeutet, Alkyl mit 1 bis 3 
C- At omen, 

R* : ein- oder zweikerniger ungesattigter Ring, mit 6 
25 bis 12 C-Atomen, gegebenenf alls substituiert mit 

einer oder zwei Alkyl gruppen (Ci - C 3 ) , Cl, BR, F 
substituiert, 

einwertiger Alkylnitrilrest mit 1 bis 6 C-Atomen 
zu den entsprechenden Amiden umsetzt, 



30 9) ein Verfahren gemSS 8), dadurch gekennzeichnet , dass 
man eine Verbindung der allgemeinen Formel(I) in 
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Gegenwart von Blausaure oder einem Salz der Blausaure 
umsetzt, 

10) ein Verfahren gemafi 9) ] dadurch gekennzeichnet , dass 
man die Umsetzung in Gegenwart von 0,1 mol% Cyan id bis 

5 3 mol% Cyanid bezogen auf das eingesetzte Nitril 

durchfxihrt, bevorzugt > 2 bis 3 mol%. Dies entspricht 
bei 1 mol Endkonzentration bei 3 itiol% 3 0 mMol Cyanid, 

11) ein Verfahren gemaS einem oder mehreren der Punkte 1) 
bis 10), dadurch gekennzeichnet ; dass man als Nitril 

10 Methioninnitril einsetzt, 

12) ein Verfahren gemaS einem oder mehreren der Punkte 1) 
bis 10) , dadurch gekennzeichnet, dass man als Nitril 
2~Hydroxy~4~methylthiobutyronitril einsetzt . 

Bevorzugt setzt man ein Reaktionsgemisch ein, wie man 
15 es erhalt , wenn man Blausaure, 3- 

Methylthiopropionaldehyd in Gegenwart einer Hilfsbase 
wie z.B. Triethylamin nach dem Stand der Technik 
umsetzt. 

Es kann vorteilhaft ohne Aufreinigung eingesetzt 
2 0 werden . 

Dies weist auf die zusatzliche Stabilitat der 
erf indungsgemalSen Enzyme gegenuber Aldehyden und 
Aminen hin. 

13) Ein Verfahren, bei dem man als Vorstufe fur 
25 Methacrylamid 2-Hydroxy-2-methylpropionitril, 

einsetzt. 

14) Die Erfindung ist ebenso ausgerichtet auf isolierte 
und gereinigte Mikroorganismen der Gattung 
Pseudomonas, hinterlegt unter den Nummern DSM 16275 

30 (MA32, Pseudomonas marginalis) und DSM 16276 (MA113, 

Pseudomonas put i da) , und 
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15) Cyanidtolerante Nitrilhydratasen, isoliert aus den 

Stammen der Gattung Pseudomonas, insbesondere aus den 
unter den Nummern DSM 16275 und DSM 16276 hinterlegten 
Stammen von Pseudonomas putida und Pseudonomas 
5 marginal is . 

Die Hinterlegung erfolgte am 09.03.2004 bei der DSMZ, 
Deutsche Sammlung fur Mikroorganismen und Zellkulturen in 
Braunschweig, nach dem Budapester Vertrag. 

Diese StSmme sind besonders geeignet, die erf indungsgemafien 
10 Enzyme zu produzieren. 

„Isolierte und gereinigte Mikroorganismen^ betrifft 
Mikroorganismen, die in einer hoheren Konzentration als 
natiirlich zu finden vorliegen. 

Gegenstand der Erf indung ist ebenso ein Verf ahren zur 
15 Herstellung der oben beschriebenen cyanidtoleranten 
Nitrilhydratase, bei dem man 

a) einen diese Nitrilhydratase produzierenden 
Mikroorganismus, insbesondere der Gattung Pseudomonas 
marginalis oder Pseudomonas putida, unter Bedingungen 

20 fermentiert, bei denen sich das Enzym in dem 

Mikroorganismus bildet, und 

b) fruhestens nach dem Durchlaufen der logarithmischen 
Wachstumsphase die Zellen emtet. 

AnschlieSend setzt man 

25 a) entweder den das Enzym enthaitenden Mikroorganismus als 
in Form von ruhenden Zellen, gegebenenf alls nach der 
ErhShung der Permeabilitat der Zellmembran oder 

b) das Lysat der Zellen oder 

c) das aus den Zellen des Mikroorganismus mit bekannten 
30 MaSnahmen isoliert e Enzym 
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zur erf indungsgemafeen Umwandlung von Nitrilen in Amide ein. 

Bei der Nitrilhydratase kann es sich sowohl urn ein mit 
nicht rekombinanten Mikroorganismen erzeugtes als auch urn 
ein rekombinant erzeugtes Enzym handeln. 

5 Gegenstand der Erfindung sind weiterhin Verfahren zur 
rekombinanten Herstellung der erf indungsgemaSen 
Polypeptide, wobei man einen diese Polypeptide 
produzierenden Mikroorganismus kultiviert, gegebenenf alls 
die Expression der zugehorigen Polynukleotide induziert und 
10 die Enzyme gegebenenf alls aus der Kiiltur isoliert. 

Es handelt sich im allgemeinen um ein Verfahren, bei dem 
man 

a) Mikroorganismen insbesondere der Gattungen Pseudonomas 
marginalis oder Pseudonomas putida f ermentiert , in 

15 denen man isolierte Polynukleotide aus Mikroorganismus 

der Familie Pseudonomas, die fiir Polypeptide mit den 
Aminos auresequenzen kodieren, die zu 90 bis 100 % 
identisch sind mit den Sequenzen in den SEQ ID NO: 2, 3 
und 5 Oder 7, 8 und 10 enthaltenden 

20 Aminosauresequenzen, wobei die Polypeptide jeweils 

gemeinsam die Aktivitat einer cyanidtoleranten 
Nitrilhydratase besitzen, verstarkt, insbesondere 
rekombinant uberexprimiert, 

b) aus dies en Mikroorganismen das Enzym mit 

25 Nitrilhydrataseaktivitat gegebenenf alls isoliert oder 

eine dieses Enzym enthaltende Proteinf raktion 
hers tell t, und 

c) die Mikroorganismus gemass a) oder das Enzym gem&ss 
oder die dieses enthaltende Fraktion b) in ein Medium 

30 tiberfuhrt, das ein Nitrilgruppen-haltige Verbindung 

der allgmeinen Formeln (I) und (II) enthait. 
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Das zur Fermentation verwendende Kulturmedium muss in 
geeigneter Weise den Ansprtichen der jeweiligen Stamme 
genugen . Beschreibungen von Kul turmedi en verschiedener 
Mikroorganismen sind im Handbuch "Manual of Methods for 
5 General Bacteriology" der American Society for Bacteriology 
(Washington D.C., USA, 1981) enthalten. . 

Als Kohl ens toff quelle konnen Zucker und Kohlehydrate wie 
z.B. Glucose, Saccharose, Lactose, Fructose, Maltose, 
Melasse, Starke und Cellulose, Ole und Fette wie z.B. 
10 Sojaol, Sonnenblumenol , ErdnuSol und Kokosfett, Fettsauren 
wie z.B. Palmitins&ure, Stearinsaure und Linolsaure, 
Alkohole wie z.B. Glycerin und Ethanol und organische 
S^uren wie z.B, Essigsaure verwendet werden. Diese Stoffe 
konnen einzeln oder als Mischung.. verwendet werden. 

Als Stickstof fquelle kSnnen vorteilhaft organische Nitrile 
oder Saureamide wie Acetonitril, Acetamid, 
Methacrylnitrile, Methacrylamid, Isobutyronitril, 
Isobutyramid oder Harnstof f auch in Kombination mit anderen 
Stickstof fhaltigen Verbindungen wie Peptone, Hefeextrakt, 
Fleischextrakt, Malzextrakt, Mai s quell was ser, 
So j abohnenmehl und oder anorganische Verbindungen wie 
Ammoniumsulf at , Ammoniumchlorid, Ammoniunrphosphat , 
Ammoniumcarbonat und Ammoniumnitrat verwendet werden. Die 
Stickstof f quel len konnen einzeln oder als Mischung 
verwendet werden. 

Als Phosphor quelle k6nnen Phosphor saure, Kaliumdihydrogen- 
phosphat oder Dikaliumhydrogenphosphat oder die 
entsprechenden Natrium-haltigen Salze verwendet werden. Das 
Kulturmedium muss weiterhin Salze von Metallen enthalten 
30 wie z.B. Magnesiumsulf at oder Eisensulfat, die fur das 
Wachstum notwendig sind. Schliefilich kOnnen essentielle 
Wuchsstof fe wie AminosSuren und Vitamine zusatzlich zu den 
oben genannten Stoffen eingesetzt werden. Die genannten 
Einsatzstof f e konnen zur Kultur in Form eines einmaligen 
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Ansatzes hinzugegeben oder in geeigneter Weise wahrend der 
Kultivierung zugefuttert werden. 

Zur pH-Kontrolle der Kultur werden basische Verbindungen 
wie Natriumhyclroxid, Kaliumhydroxid, Ammoniak bzw. 
5 Ammoniakwasser oder saure Verbindungen wie Phosphors aure 
oder Schwef elscture in geeigneter Weise eingesetzt. Zur 
Kontrolle der Schaumentwicklung k5nnen Antischaummittel wie 
z.B. Fettsaurepolyglykolester eingesetzt werden, Um aerobe 
Bedingungen aufrechtzuerhalten, werden Sauerstoff oder 

10 Sauerstoff haltige Gasmischungen wie z.B. Luft in die 
Kultur eingetragen. Die Temperatur der Kultur liegt 
normalerweise bei 10°C bis 40°C und vorzugsweise bei 10°C 
bis 30°C. Die Kultur wird solange fortgesetzt, bis sie die 
logarithmische Wachstumsphase durchschritten hat. Dieses 

15 Ziel wird normalerweise innerhalb von 10 Stunden bis 70 
Stunden erreicht. Im Anschluss daran werden die Zellen 
bevorzugt geerntet, gewaschen und in einem Puffer als 
Suspension bei einem pH-Wert von 6-9 , insbesondere von 6,8 
bis 7,9 aufgenommen. Die Zellkonzentration belSuft sich auf 

20 1-25%, insbesondere 1,5 bis 15% (Feuchtgewicht/v) . Die 
Permeabilitat kann mit physikalischen oder chemischen 
Methoden so, z. B. mit Toluol wie bei Wilms et al M J. 
Biotechnol., Vol. 86 (2001), 19-30 beschrieben, erhoht 
werden, dass das umzuwandelnde Nitril die Zellwand 

25 durchdringen und das Amid austreten kann. 

Folgende Nitrile werden bevorzugt umgesetzt: 
gesattigte Mononitrile: 

Acetonitril , Propioni tril , Butyronitril , Isobutyroni tril , 
Valeronitril , Isovaleroni tril , Caproni tril 

30 gesattigte Dinitrile: 

Malonitril , Succinoni tril , Glutaronitril , Adiponitril 

aromatische unsubstituierte und substituierte Mono- und 
Dinitrile: 
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Benzonitril, 2, 6-Dif luorbenzonitril, Phtlialonitril, 
Isophthalonitril , Terephthalonitril , 

a-Aminonitrile : 

a-Aminopropioni tril , a-Aminomethylthiobutyroni tri 1 , a- 
5 Aminobutyr oni tril, Aminoacetonitril, alle von naturlichen 
Aminosauren abgeleitete Nitrile, a-Amino-3 , 3- 
dimethylpropionitril a-Amino-2 , 3-dimethylpropionitril 

Nitrile mit Carboxyl-Gruppen: 
Cy anes s i gs Sure 

10 p-Aminonitrile: 

Amino - 3 -prop i oni tr i 1 

ungesfittigte Nitrile: 

Acrylni tril , Methacrylonitril , Allyl'cyanid, Crotononitril 

a-Hydroxynitrile : 

15 a-Hydroxy-n-propi oni tril a-Hydr oxy-n-butyr oni tril , a- 
Hydr oxy - i s obutyr oni tri 1 , a-Hydroxy-n-hexanonitril , oc- 
Hydroxy-n-heptanonitril , a-hydr oxy-n- oc t anoni t r i 1 , a, y- 
Dihydroxy-p , P~ dime thylbutyr oni tr il , Acroleincyanohydrin , 
Methacrylaldehyd cyanohydrin, 3-Chlorolactonitril , 4- 

20 Methyl ttiio-a-hydroxybutyroni tril und a-Hydroxy- 
phenylpropionitril . 

Die Konzentration der umzusetzenden Nitrile in der 
Reaktionslosung ist nicht auf bestimmte Bereiche begrenzt. 

Um eine Inhibierung der Enzymaktivitclt durcii das Subs t rat 
25 zu vermeiden, halt man die Konzentration des Nitrils im 
allgemeinen auf 0,02 bis 10 w/w%, insbesondere 0,1 bis 
2 w/w%, bezogen auf die Menge des Biokatalysators als 
getrocknete Zellmasse. Das Substrat kann zu Beginn der 
Umsetzung insgesamt oder im Verlauf der Umsetzung 
30 kontinuierlich oder diskontinuierlich zugesetzt werden. 



WO 2005/090394 



18 



PCT/EP2005/002689 



Die Bestiramumng des Trockengewiclits erfolgt mit dem 
Moisture Analyser MA 45 (Sartorius) . 

Wenn die Loslichkeit der Nitrilverbindung in dem wassrigen 
Reaktionssystem zu gering ist, kann ein !L6sungsvermittler 
5 zugesetzt werden. 

Die Reaktion kann aber alternativ auch in einem 
Zweiphasensystem Wasser/organische LSsungsmittel 
durchgefuhrt werden. 

Bei der Verwendung von Zellen des Mikroorganismus als 
10 enzymatisch aktivem Material; 1st die Menge der 

eingesetzten Zellen im Verhaltnis zur Substratmenge 
bevorzugt 0,02 bis 10 w/w% als getrocknete Zellmasse. 

Es ist auch moglich, das isolierte Enzym nach allgemein 
bekannten Teclmiken zu immobilisieren und in dieser Form 
15 dann einzusetzen. 

Die Reaktion wird im allgemeinen bei Temperaturen von -5°C 
bis 50°C, insbesondere 0°C bis 3 0°C, und einer Zeitdauer 
von 0,1 bis 100 Stunden durchgef uhrt • 

Der einzuhaltende pH-Wert des Reaktionsgemisches ist so 
20 lange nicht auf bestimmte Werte begrenzt, wie die 

enzymatische Aktivitat nicht beeintrachtigt wird. Nach der 
Umsetzung kann das gebildete Amid aus der Reaktionslosung 
wie bekannt abgetrennt und gereinigt werden. 

Gegenstand der Erfindung ist ebenfalls ein Verfahren, bei 
25 dem man das Amid bzw. die das Amid enthaltende L5sung zum 
Beispiel von den Zellen der Biomasse abtrennt und das Amid 
entweder zu der entsprechenden SS.ure vers ei ft oder unter 
Zusatz von Alkali- oder Erdalkalimetallyhydroxiden zu den 
entsprechenden Salzen der Sauren umsetzt. Bevorzugt wird 
3 0 MHA-Amid mit Calziumhydroxid verseift und das entsprechende 
Calziumsalz isoliert. 
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Beispiele 
Beispiel 1 
Anzuchtbedingungen 

Die Vorkulturen warden innerhalb von 24 h unter Sciititteln 
5 bei 3 0°C in einem Volumen von 5 ml in Glasrohrchen 
angezogen. Mi t 1 ml der Vorkultur wurden 100 ml der 
Hautkultur angeimpft und 42 h bei 25°C in einem 
Erlenmeyerkolben mit einem Gesamtvolumen von 1000 ml 
geschtittelt . 



Medium fur die Vorkultur (pH 7,0) 


K 2 HP0 4 


7 g 


KH2PO4 


3 g 


Na-citrat 


0,5 g 


Glycerin 


2 g 


FeS04 * 7 H 2 0 


0,004 g 


MgS04 * 7 H 2 0 


0.1 g 


Acetamid 


2 g 


Spurensal zlosung 


0,1 ml 


Deraineralisiertes 
Wasser 


Ad. 1000 ml 



10 



Medium fur die Hauptkultur 


(PH 7,0) 


K2HPO4 


7 g 




KH2PO4 


3 g 




Natriumcitrat 


0,5 g 




Glycerin 


2 g 




FeSQ4 * 7 H 2 Q 


0,004 


g 
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MgS04 * 7 H 2 0 


0.1 




Acetamid 


10 g 


Spur ens al z 1 6 sung 


0,1 


ml 


Deminer al i s i er t es 


Ad. 


1000 ml 


Wasser 







Spur ens al z 1 6 sung 


EDTA, 


Na 2 * 2 H 2 0 


158 mg 


Na 2 Mo0 4 


* 2 H 2 0 


4,7 mg 


ZnS0 4 


* 


7 H 2 0 


70 mg 


MnS0 4 




4 H 2 0 


18 mg 


FeS0 4 


* 


7 H 2 0 


16 mg 


CuS0 4 




5 H 2 0 


4,7 mg 


CoS0 4 


* 


6 H 2 0 


5,2 mg 


Demineralisiertes 


Ad. 1000 ml 


Wasser 







Beispiel 2 

Isolierung und Identif izierung der Mikroorganismen 

5 Die beiden Stamme MA32 und MA113 wurden durch Bestimmung 
der Nitrilhydratase-Aktivitat der Ruhezellen in Gegenwart 
von 2 iriM Kaliumcyanid selektiert. 

Eigenschaf ten von MA32: 

Zellform Stabchen 
10 Breite 0,6 - 0,8 pm 

Lange 1,5 - 3,0 pm 
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10 



15 



20 



25 



Beweglichkeit + 

GeiSeln polar > 1 

Gram-Reaktion 

Lyse durch 3% KOH + 
Aminopeptidase (Cerny) + 

Oxidase + 

Katalase + 

Wachstum bei 41 °C 

Sixbs t ra tverwer tung 
Adipat 

Citrat + 

Malat + 

Phenylacetat 

D-Glucose + 

Maltose 

Mannitol + 

Arabinose + 

Mannose + 

Trehalose + 

Sorbitol + 

Erythrol + 

Citraconat + 

Inositol + 



30 



ADH 
Urease 



Hydrolyse von Gelatine + 
Hydro lyse von Esculin + 

35 Levan aus Saccharose + 

Denitrif ication + 

Lecithinase + 

40 

Fluoreszens + 
Pyocyanin 

Das Profil der zellularen Fettsauren ist typisch far die 
45 Gruppe I der Pseudomonaden 



Die Analyse eines 484 bp langen Abschnitts der 16S rRNA 
ergab eine 100%-ige tibereinstimmung mit der Sequenz von 
Pseudomonas marginal is 
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Unter Berucksichtigung aller Daten koimte MA32 als 
Pseudomonas marginalis identif iziert werden. 



5 Eigenschaf ten von MAI 13 : 



Zellf orm 

Breite 

Lange 

10 Beweglichkeit 
GeiSeln 

Gram- Reak t i on 
Lyse durch 3% KOH 
15 Aminopeptidase (Cerny) 
Oxidase 
Katalase 

Wachstum bei 41 °C 

20 

Subs tratverwer tung 

Adipat 

Citrat 

Malat 
25 Phenylacetat 

D-Glucose 

Maltose 

Mannitol 

Arabinose 
30 Mannose 

Trehalose 

Inositol 

p-Alanin 

a-Ketoglutarat 
35 Benzyl amin 

Hippurat 

Azelat 

D-Mandelat 



Stabchen 
0,6 - 0,8 pi 
1,5 - 3,0 \xm 



polar > 1 



+ 
+ 



+ 



+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 



40 



ADH 
Urease 



45 



Hydrolyse von Gelatine 
Hydro lyse von Esculin 

Levan aus Saccharose 
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Denitrif ication 
Lecithinase 

5 

Fluoreszens + 
Pyocyanin 

Das Profil der zellularen Fettsauren ist typisch fur die 
10 Gruppe I der Pseudomonaden 

Die Analyse eines 47 6 bp langen Abschnitts der 16S rRNA 
ergab eine 100%-ige Ubereinstimmung mit der Sequenz von 
Pseudomonas putida 

15 

Unter Berucksichtigung aller Daten konnte MA113 als 
Pseudomonas putida identif iziert werden. 



Beispiel 3 

20 Bestimmung der enzymatischen Aktivitat 

Die Zellen wurden wie in Beispiel 1 beschrieben angezogen, 
durch Zentrifugation vom Kulturmedium abgetrennt und im 
Standardpuf fer (50 ifiM Kaliumphosphatpuf f er pH 7,5) 
resuspendiert . 50 tjlI dieser Zellsuspension wurden zu 700 pi 

25 des Standardpuf fer s gegeben und zum St art en der Reaktion 
mit 250 p.1 einer 200 mM Losung des Nitrils in 
Standardpuf fer versetzt. Die Konzentration der Zellen in 
der Zellsuspension war hierbei so bemessen, dafi das Nitril 
nach 10 min bei 20°C zu 5-30 % umgesetzt war. Nach 10 min 

30 bei 2 0°C wurde die Reaktion durch Zugabe von 20 pi 

halbkonzentrierter Phosphorsaure abgestoppt und die Zellen 
wurden durch Zentrifugation abgetrennt. 
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HPLC-Analytik 


Saule 


Intersil ODS-3V (GL Sciences Inc.) 


Mobile 
Phase 


Gemisch. aus 10 mM Kaliumphosphatpuf f er pH 2,3 

und Acetonitril im Verbal tnis 85:15 fur 

Methioninnitril, MHA-Nitil und 

Ac e t oncyanliydr in bzw. 99:1 fiir alle anderen 

Substrate 


Flufirate 


1 ml /min 


Detektion 


UV bei 200 ran 



Die Aktivitat von einem U ist definiert als die Menge an 
Enzym, die 1 pmol Methacrylnitril in einer Minute zum Amid 
umsetzt. Entstand neben dem Amid auch die saure, wurde ein 
5 U definiert als die Menge an Enzym, die 1 ymol 

Methacrylnitril in einer Minute zu Amid und Saure umsetzt. 

In Abbildung 1 und in Abbildung 2 werden die relative 
Aktivitaten der Stamme MA32 und MAI 13 dargestellt. 

Beispiel 4 

10 EinfluS von Cyanid auf die Aktivitat der Nitrilhydratase 

50 ill einer analog zu Beispiel 3- hergestellten 
Zellsuspension wurden zu 700 ]il des Standardpuf f ers 
gegeben, der 0; 21,4; 53,6 und 107,1 mM Kaliumcyanid 
enthielt (Endkonzentration 0, 20, 50, 100 mM Cyanid. Zum 

15 starten der Reaktion wurden 200 ]xl einer 200 mM Losung des 
Nitrils im Standardpuf fer zugesetzt, der jeweils die selbe 
Cyanidkonzentration aufwies wie die iibrige Reaktions losung. 
Die Konzentration der Zellen in der Zellsuspension war 
hierbei so bemessen, daS das Nitril im Ansatz ohne Cyanid 

20 nach 10 min bei 20°C zu 16 % umgesetzt war. Nach 10 min bei 
20°C wurde die Reaktion durch Zugabe von 20 ial 
halbkonzentrierter Phosphorsaure abgestoppt und der Umsatz 
wurde analog zu Beispiel 2 bestimmt. 
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In Abbildung 3 und in Abbildung 4 werden die relativen 
Aktivitaten fur die Umsetzung von Methacrylnitril in 
Abh&agigkeit von der Cyanidkonzentration wiedergegeben. 

Beispiel 5 

5 Umsetzung von Acetoncyanhydrin mit Pseudomonas marginalis 
MA32 Ruhezellen 

Pseudomonas marginalls MA32 Zellen wurden wie in Beispiel 1 
beschrieben angezogen und abzentrifugiert . Eine solche 
Menge der Zellen, die 1,16 g Biotrockenmasse enthielt, 

10 wurde mit 50 mM Kaliumphosphatpuf f er pH 8,0 auf ein 
Endvo lumen von 50 ml verdunnt. Zusatzlich wurden dem 
Reaktionsgemisch 0,02 mM 2 -Methyl -1-propanboronsaure 
zugesetzt. Frisch destilliertes Acetoncyanhydrin wurde bei 
4°C unter heftigem Ruhren kontinuierlich mit einer solchen 

15 Rate zugegeben, daS die Konzentration wahrend der Reaktion 
5 g/Li zu keinem Zeitpunkt liberschritt. Der pH wurde 
konstant bei 7,5 gehalten. Die Reaktionsverf olgung wurde 
mittels HPLC wie in Beispiel 3 beschrieben durchgef uhrt . 
Nach 140 min waren 10,0 g des Nitrils vollstandig zu 10,7 g 

20 Amid und 1,4 g Saure umgesetzt worden. 

In Abbildung 5 wird der mit dem Stamm MA113 erzielte 
zeitliche Reaktionsablauf dargestellt. 

Beispiel 6 

Umsetzung von rohem MHA-Nitril mit Pseudomonas marginalis 
25 MA32 Ruhezellen 

Pseudomonas marginalis MA32 Zellen wurden wie in Beispiel 1 
beschrieben angezogen und abzentrifugiert. Eine solche 
Menge der Zellen, die 0,34 g Biotrockenmasse enthielt, 
wurde mit 50 mM Kaliumphosphatpuf f er pH 8,0 auf ein 
30 Endvo lumen von 70 ml verdOnnt. Zusatzlich wurden dem 
Reaktionsgemisch 0 f 02 mM 2 -Methyl -1-propanboronsaure 
zugesetzt. Das rohe MHA-Nitril wurde bei 4°C unter heftigem 
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Rtihren kontinuierlich mit einer solchen Rate zugegeben, daS . 
die Konzentration wShrend der Reaktion 10 g/L zu keinem 
Zeitpunkt iiberschritt . Der pH wurde konstant bei 8,0 
gehalten. Die Reaktionsverf olgung wurde mittels HPLC wie in 
5 Beispiel 2 beschrieben durchgef uiirt . Nach 510 min waren 

10,05 g des Nitrils vollstandig zu 11,13 g Amid und 0,31 g 
Saure umgesetzt worden. Das entspricht einer 
Endkonzentration von 139 g Amid pro Liter. 

Das MHA-Nitril war direkt aus 3 -Methyl thiopropionaldehyd 
10 und einem leichten Oberschuss an Blausaure hergestellt 
worden. Eine 50 mM LSsung dieses MHA-Nitrils in Wasser 
enttiielt 0,5 mM Cyanid (Spektroquant®, Merck)-. 

In Abbildung 6 wird der mit dem Stamm MA32 erzielte 
zeitliche Reaktionsablauf dargestellt. 

15 Beispiel 7 

Klonierung des Nitrilhydratase-Gen-clusters aus Pseudomonas 
marginalis MA 32 und Konstruktion eines Expressionsvektors 

Der Gen-Cluster der Nitrilhydratase en thai tend eine a- 
Untereinheit, p-Untereinheit und einem Nitrilhydratase- 

20 Aktivatorprotein, dessen Co-Expression fur die AktivitSt 
der Nitrilhydratase essentiell ist (Nojiri et al., 1999, 
Journal of Biochemistry, 125:696-704), wurde mit den 
Primern IF und 1R per PCR amplif iziert , die Schnittstellen 
fur die Res triktions enzyme Ndel und Hindlll einfugten. Das 

25 so erhaltene PCR-Produkt wurde in einen mit Ndel und 

Hindlll geschnittene Vekor ligiert, bei dem die eingefiigten 
Gene unter der Kontrolle des Rhamnose-Promotors stehen. Der . 
so entstandene Expressionsvektor heiSt pKE31. 

Die Restriktionskarte findet sich in Abbildung 7, die 
3 0 Sequenz unter SEQ ID NO:l. 

Das Expressionsplasmid wurde in den Stamm E. coli DSM 14459 
trans formiert, der bei der Deutschen Sammlung von 
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Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) am 22.08.2001 
hinterlegt worden ist. 



Primer : 



IF 


5 


'-CTC 


CAC 


CAT 


ATG 


AGT 


ACA 


GCT 


ACT 


TCA 


ACG -3' 


1R 


5 


'-CTT 


CAT 


AAG 


CTT 


CTA 


TCT 


CGG 


ATC 


AAA 


TGG-3 ' 



5 IF: SEQ ID NO: 11 
1R: SEQ ID NO: 12 

Die Gene befinden sich. auf den Abschnitten von SEQ ID NO:l: 

Gen der a-Untereinlieit : nt 25-609 

Gen der p-Untereinheit : nt 650-1312 

10 Gen des Aktivatorproteins : nt 1309-2577 

Beispiel 8 

Klonierung des Nitrilhydratase-Gen-clusters aus Pseudomonas 
putida MA113 

Der Gen-Cluster der Nitrilhydratase bestehend aus a- 
15 Untereinheit, P-Untereinheit xand einem Nitrilhydratase- 
Aktivatorprotein, dessen Co-Expression fiir die Aktivitat 
der Nitrilhydratase essentiell ist (Nojiri et al., 1999, 
Journal of Biochemistry, 125:696-704), wurde mit den 
Primern IF und 1R per PCR amplif iziert . 

20 Die Sequenz findet sich unter SEQ ID NO: 6. 



Primer : 



2F 


5' -ATG 


ACG 


GCA 


ACT 


TCA 


ACC 


CCT GGT G-3 ' 


2R 


5' -TCA 


GCT 


CCT 


GTC 


GGC 


AGT 


CG-3' 
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2F:SEQ ID NO:13 
2R:SEQ ID NO: 14 

Die Gene befinden sich auf den Abschnitten von SEQ ID NO: 5: 

Gen der a-Untereinheit : nt 1-582 

5 Gen der |J-Untereinheit : nt 624-1286 

Gen des Aktivatorproteins : nt 1283-2360 

Beispiel 9 

Heterologe Expression der Nitrilhydratasen aus Pseudomonas 
marginalis MA 32 in E. coli DSM 14459 

10 E. coli DSM 14459 wurde im Zusammenhang mit der DE 101 55 
928 hinterlegt. 

Die mit pKE31 trans formier ten Zellen wurden in LB -Medium 
(LB Bouillon nach Miller, VWR) , das 2 mM Eisen (III) -Citrat 
und 100 ug/ml Ampicillin enthielt, unter Schutteln bei 37°C 

15 angezogen. Nach 12 - 16 Stunden wurde eine solche Menge der 
i Vorkultur in eine Hauptkultur uberimpft, dass diese eine 
OD600 von 0,1 aufwies. Das Kulturmedium der Hauptkultur 
entsprach dem der Vorkultur, enthielt aber zusatzlich 2 g/L 
L-Rhamnose. Die Emte der Zellen erfolgte nach 22 stiindiger 

20 Kultivierung bei 30°C. 

Beispiel 10 

Bestimmung der enzymatischen Aktivitaten 

Die Anzucht der Zellen und die Bestimmung der Aktivitat 
wurden wie in Beispiel 9 und Beispiel 3 beschrieben 
2 5 dur chgef uhr t . 

Die mit dem Plasmid pKE31 trans formierten Zellen des Starams 
E. coli DSM 14459 wiesen eine spezifische "'Aktivitat von 17 
U/mg BTM auf. 
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Beispiel 11 

Bestinunung der enzymatischen Aktivitaten in Gegenwart von 
100 iriM Kaliumcyanid 

Die Anzucht der Zellen und die Bestimmung der Aktivitaten 
5 in Gegenwart von 100 mM Kaliumcyanid wurden wie in Beispiel 
9 und Beispiel 4 beschrieben durchgef uhrt . 



Die iait dem Plasmid pKE31 trans formier ten Zellen des Stamms 
E . coli DSM 14459 wiesen eine spezifische AktivitSt von 11 
U/mg BTM auf . 
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EMPFANCCTESTATJOUNG EH ERSXraNXEWLEOUNO, 
MuaecrtalU EomlB Refeel 7.1 von der antra Bngcgcbcrwtt 
INTMNATONALEN HIN7ERLEGUNG5S7EIAE 



(. ICBNNZKCRNUNIG DBS MTKROORCANISMUS 



Vom UXNTERLBGER 2ujjct8'dres BezuBmidtani 

JM1Q9 (delcarhaB) ' 



Von <J*r INTEHNATTONAlJEN HXhfTBlttJB<K^GSJ?rEfcLB 
xufoicilte HNCANCSNUMMER; 

DSM 14459 ' 



JL WISSEWSK^UFTUCHE BESC3B03mXJNO XMVQDBR VORGBSC3LAGEME TAXONOMtSCHE BEZBCHNUNG 

Mit dem voter C. bczuichoaton Mikrooiganiamut wurie 

( } erne wiascoKbaMichs B«chrcibung 

(X ) oiflc vorgoscfiliflcac taxonomiache Bazcidtnung 

einceroiobt, 

(ZufineHfendes xmkffiiacn). 

UL KNCANG UNO ANNAlIME 



Disss iMCfaarioialc Himcrtcgungsaiclle nimrm dco vnfcr I bczcichncKn MftiDorginisrau*' m, der bci ihr on 2001-06 -22 (Datum der 



IV. EINGANG DES ANTRAGS AUF UMWANDLUNG 



Dor xaxxa I braetelmcte Mifcroorpatsraus 1st bcl dieser Internationaleo Hinterlerunflpatelip cm cJngegnngcn (Dnrom der Ersu 
blwwlccuae) und wj An&ae eufTJmwandhxng dioscr Eaih)nteifeg\in$ in cino Hiniexfcgung gcmuB Budaptticr Vcmag ist urn 
cm^wif.cD (Datum da gfoeuup dis Anva^s auf Onrwiwdhing). 



V. INTERNATTONALE MINTC3WLE0WGSSTEIXE 



Noma: ■ DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUKG VOM 

MKKKOOROANlSMEhJ ONX> 2ELUCULTOR3EN <?mbW 

An*chriftj JVfciobcrode? Weg lb 
IXJBL24 Braunschweig 



Unicr*cJwifl(en) der zur Verve tuns der mtomniiprodDn Kimafefiuiigsstdlc 
beftigteft *ersott<ftA) odcr dtx (der) von ihr omtftehtigtctl Bediflnrtetea: 

Dflxum: 2*0 01-08-24 



1 ftflf Kegel 6.4 Boclttteba d xutrifB, ba dies der Zcitpunkt, 7JU dem der Smtu£ omer mtommiwinlcn HimorieBunfiLMatle cr*orl*wi 
FontibUtl DSMZ.BP/4 (clnstigQ Suite) OlDfi 
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AKEWOENNUNC DER HIKTERLEG WG VONWIKROORQANISMBN 
FOR. DIE ZWECJCB VON MTENTVHRFAlfflEN 



XNTIBRVATtONAlSS FOhMBlATT 



Degueea AG 

Projekthaus Biotechnologie 
Rodenbacher Chatxssee 
63457 Hanau 



LBBBNSTAtnGK£rTSB15SCHEMGUNG 

AuigesKlli gcmafi Itegct 10.2 von Oct tiftfoa angcgcbenefl 

ZMTERNATONAtEN HXNTOOEGUNGSSTEUe 



I. WNTEWUEGER, 


U. KENN^CftNUN'G PES MlKROORGAM(5MUS 


Wamcr Degussa AG 

Projekthaus Biofcecbnologie 
Aiischrift Rodenbaoher Chaueeee 

63457 Hanau 


Von d*r XKrEENATIQNALEN Hft^TERlJEGUWJSSTnGitLE 
xogeteiUe EWOcAKGShlUMMER; 
DSM 14459 

Datum der Kwerfcsimg odor Wcitoriommgh 
2001-08-22 



m. lJEBENSFAHIGKBlTSBESCBEIKIGUNa 



Die UtcTtfftbistcoit des tmior II genMmttm MSkroorymismw isl *m 20Q1-OB-22 ' e^ft worden. 
Zu tficacm Zehpmda war to MSkrocayfl^anwB 

lebcnstthis 
( ? nicta molir lobwdBhifi 



fV. BmiNOlWOEN, WTEROTNENOIB US»EN^AWC5KBrrSfltO0ONG DtJICHGEFOHIlT WORDEN 1ST 4 




DSM&PEOTSCHE SAMMLUNG VON 

MUCStO ORG AMIS MEN UND 2ELLKULTUREN GmbH 



Nome? 



t> OS 124 ttmiftschweig 



Unrcrcchrirt<cn) dcr wr Vet trotting dcr interaaiionmlon H&teilcgimpsieilc 
faefbgien Pcrson(t£n) odcr do (iter) vim ilir crmttclitigttm Bcdieuswten; 

. Dawih: 2001-08-24 



Angube des Darums drr Ewthhccrlogung. Wenn etoe emeute HbUertegnug odcr einr Wclurricitunc voizcnommen vw>/dcn In. Af>£**o oca Dtxums 
dor Jewells letztdn oracufion HSntartcgunfi Oder Woitcriettung. 

In den m Kogei 103. Buclwinbc n Zafor U una ill vorjesatieiWH Fallen Angnhc dor fatdon LftuOftstfhliigKeJtsprtifiing. 
ZuttCQcndcs onkreuzeft. 

AusfllUcn. wonn die Angabcn bcnimgt worden rind Wld vwm die Er^ctniwrc dor Pf Ufonj. ncfiaUV waren. 



FormWan DSMMUW (eimsiec Seite) 0196 
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Deutsche Sammlung von 
Mlkroorganlsrnen und 
Zelikulturen GmbH 



INTERNATIONALES FORMBLATT 



Degussa AG 

Service Center Biokatalyse 

EMPFANGSBESTATIGUNG BEI ERSTHINTERLBGUNG, 
Rodeilbacher ChaUSSee 4 ausgestellt gemKB Regel 7.1 von derunten angegebenen 

INTERNATIONALE^ HINTERLEGUNG SSTELLE 

63457 Hanau 



L KENNZEICHNUNG DBS MIKROORGANISMUS 


Vom HENTBRLEGER zugeteiltes Bezugszeichenl 


Von der INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGS STELLE 
zugeteilte EINGANGSNUMMER: 


MA32 


DSM 16275 


n. W1SSENSCHAFTLICHE BESCHREIBUNG UND/ODER VORGESCHIAG 


ENE TAXONOMISCHE BEZEICHNUNG 


Mit dem unterL bezeichneten Mikroorganismus wurde 




( ) erne wissenschafthche Beschrdbung 




( x ) eine vorgeschlagene taxonomische Bezeichnung 




eingereicht 

(Zutreffendes ankreuzen). 




m. EINGANG UND ANN AHME 


» 

1 Diese mtemationaie HinterlegungssteUe nimrat den unter I bezeichneten Mikroorganismus an; der bei ihr am 2004-03-04 (Datum der Erst- 
hinterlegung)' eingegangen ist 


IV. EINGANG DES ANTRAGS AUF UMWANDLUNG 


Der unter I bezeichnete Mikroorganismus ist bei dieser Intemationaien HinterlegungssteHe am * eingegangen (Datum der Erst- 
hinterlegung) und ein Antrag auf Umwandlung dieser Ersthinterlegung in erne Hinterlegung geraafi Budapester Vertrag ist am 
eingegangen (Datum des Eingangs des Antrags auf Umwandlung). 


V. INTERNATIONALE HINTBRLEGUNGSSTELLE 


Name; DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MDCROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 


Unterschrift(en) der ziir Vertretung der intemationaien HinterlegungssteHe 
befugten Person(en) oder des (der) von ihr ermSchtigten Bediensteten: 


Anschrift: Mascheroder Weg lb 

D-38124 Braunschweig 


Datum; 2004-03-09 



1 Falls Regel 6.4 Buchstabe d zutriffi, ist dies der Zeitpunkt, zu dem de??. atus einer intemationaien HinterlegungssteHe erworben worden ist.. 
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INTERNATIONALES FORMBLATT 

Degussa AG 

Service Center Biokatalyse 
Rodenbacher Chaussee 4 

LEBENSFAHIGKEITSBESCHEINIGUNG 
6^457 HanaU ausgestellt gemSB Rege! 1 0.2 von der unten angegebenen 

° ' INTORNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 





L HINTERLEGER 


H. KENNZEICHNUNG DES MIKROORGANISMUS 


> 

1 


Name: Degussa AG 

Service Center Biokatalyse 

Rodenbacher Chaussee 4 
Anschrift: 63457Hanfm 


Von der INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugeteilte EINGANGSNUMMER: 

DSM 16275 
Datum der Hinterlegung oder WeUerleitung 1 : 

2004-03-04 


HI. LEBENSFAHIGKErrSBESCHEINIGUNG 


Die Lebensfahigkeit des unter II genannten Mikroorganismus ist am 2004-03-08 2 gepruft worden. 
Zu diesem Zeitpunkt war der Mikroorganismus 

(x) 3 lebcnsShig 

(. ) 3 nicht mehr lebensfahig 


TV. BEDINGUNGEN, UNTER DENEN DIE LEBENSFAHIGKEITSPROFUNG DURCHGEFOHRT WORDEN 1ST 4 




V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 


Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MECROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 

Anschrift: Mascheroder Weg lb 
D-38 124 Braunschweig 


Unterschrift(en) der zur Vertrerong der internationalen Hinterlegungsstelle 
befugten Person(en) oder des (der) von ihr ermachtigtenBediensteten: 

Datum: 2004-03-09 



Angabe des Datums der Ersthinterlegung. Wenn eine emeute Hinterlegung odor eine Weiterieitung vorgenommen worden ist, Angabe des Datums der 

ieweils letzten erneuten Hinterlegung oder Weiterieitung. . 

In den in Regel 10,2 Buchstabe a Ziffer it und Hi vorgesehenen Fallen Angabe der letzten Lebensfdhigkeitsprurung. 



ZfUrrenenuBs anitreu^eu. . 
4 AusfiUlen, wenn die Angaben beantragt worden sind und wenn die Ergebmsse der Pruning negativ waren. 
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WU ZUU5/U*JUJ«>4 fOr DIE ZWECKE VON PATENTVERFAHREN PCT/EP2005/002689 
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Mikroorganisrnen und 
Zellkulturen GmbH 

INTERNATIONALES. FORMBLATT 

Degussa AG 

Service Center Biokatalyse 
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I. KENNZEICHNUNG DES MIKRO ORGANISMUS 



Vom HINTERLBGER zugeteiltes Bezugszeichen: 

MAI 13 



Von der INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugeteilte EINGANGSNUMMER: 

DSM 16276 



E. WISSENSCHAFTLICHE BESCHRED3UNG UND/ODER VORGESCHLAGENE TAXONOMISCHE BEZEICHNUNG 

Mit dem unter L bezeichneten Mikroorganismus wurde 

( ) eine wissenschaftliche Beschreibung 

( X ) eine vorgeschl&gene taxonomische Bezeichnung 

eingereicht 

(Zutreffendes ankreuzen). 

HI. EINGANG UND ANN AH ME 



Diese Internationale Hinterlegungsstelle nirarat den unter I bezeichneten Mikroorganismus an, der bei ihr am 2004-03-04 
hinterlegung)' eingegangen ist. 



(Datum der Erst- 



IV. EINGANG DES ANTRAGS AUF UMWANDLUNG 



Der unter I bezeichnete Mikroorganismus ist bei dieser Intemationalen Hinterlegungsstelle am 
hinterlegung) und ein Antrag auf Umwandlung dieser Ersthinterlegung in eine Hinterlegung gemSfi Budapester Vertrag ist am 
eingegangen (Datum des Eingangs des Antrags auf Umwandlung). 



eingegangen (Datum der Erst- 



V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 



Name: 



DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 
MUCROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 



Anschrtft: Mascheroder Weg I b 

D-38124 Braunschweig 
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Unterscbrift(en) der zur Vertretung der intemationalen Hinterlegungsstelle 
berugten Person(en) oder des (der) von ihr errnachtigten Bediensteten: 



Datum: 2004-03-09 



Falls Regel 6.4 Buchstabe d zulrifft, ist dies der Zeitpunkt, zu dem oer Status einer intemationalen Hinterlegungsstelle erworben worden ist. 
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BUDAPESTER VERTRAG OBBR DIE INTERNATl 
.^ERKENNUNG DER HINTERLEGUNG VON MIKROr 
FUR DIE ZWECKE VON PATENTVERF/ 



INTERNATIONALES FORMBLATT 
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LEBBNSFAHIGKErrSBESCHElNIGUNG 

ausgestellt gemaB Regel 10.2 von der unten angegebenen 

INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 



L HINTERLEGER 


IL KENNZEICHNUNG DBS MIKROORGANISMUS 


Name: Degussa AG 

Service Center Biokatalyse 
Rodenbacher Chaussee 4 

Anschrift: 

63457 Hanau 


Von der INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugeteilte EINGANGSNUMMER: 

DSM 16276 

Datum derHinterlegung oder Weiterleitung 1 : 

2004-03-04 


IE. LEBENSFAHIGBCErrSBESCHEINIGUNG 


Die Lebensfahigkeit des unter H genannten Mikroorganismus ist am 2004-03 -0 8 2 gepruft worden. 
Zu diesem Zeitpunkt war der Mikroorganisrnus 

(X) 3 lebensfahig 

( f iiichtmehrlebensffihig 


IV. BEDINGUNGEN, UNTER DENEN DIE LEBENSFAHIGKEITSPROFUNG DURCHGEFOHRT WORDEN 1ST 4 


■ 


V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 


Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 

Anschrift: Mascheroder Weg lb 
D-38124 Braunschweig 


Unterschrift(en) derzur Vertretung der mtemationalen HinterlegungssteJle 
befiigten Person(en) oder des (der) von ihr ermachtigten Bediensteten: 

Datum: 2004-03-09 



Angabe des Datums der Ersthinterlegung. Wenn eine emeute Hinterlegung oder eine Weiterleitung vorgenommen worden ist, 
jeweilsletztenemeutenHinteriegungoderWeiterieitung. 

In den in Regel 10.2 Buchstabe a ZifTer ii und iii vorgesehenen Fallen Angabe der letzten Lebensmhjgkeitspnirung. 
Zutreffcndes ankreuzen. 

AusfUllen, wenn die Angaben beantragt worden sind und wenn die Ergebnisse der Pruning negativ waren. 



Angabe des Datums der 
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0-1 
0-1-1 


Formular PCT/RO/134 (SAFE) 
Angaben zu einem hinterlegten 
Mikroorganismus und/oder anderem 
hinterlegten blologischen Material 

erstelit mit 


PCT-SAFE [EASY mode] 

Version 3.50 (Build 0002.169) 


0-2 


Internationales Aktenzeichen 




0-3 


Aktenzeichen des Anmelders oder 
Anwalts 


040061 BT 




1 

1-1 
1-2 


Die nachstehenden Angaben 
betreffen den Mikroorganismus und/ 
oder anderes biologlsches Material, 
der/das in der Beschreibung genannt 
1st 

Seite 
Zeile 


30-31 


1-3 

1-3-1 

1-3-2 

1-3-3 
1-3-4 


Angaben betr. Hinteriegung 

Name der Hinterlegungsstelle 

Anschrift der Hinterlegungsstelle 

Datum der Hinteriegung 
Bngangsnummer 


DSMZ DSMZ -Deutsche Sammlung von Mikroor- 

rrani oTnon UTtdL 7.<a1 T Trn1 t-ii rem RrnhH 

fej Cmj>OIIIPI ti WW mJk VI A JiJ>iUiI» V» lit il i ITil 1 wilUi/l * 

Mascheroder Weg lb, D- 3 8 124 
Braunschweig, Germany 
22. August 2001 (22.08.2001) 
DSMZ 14459 


1-5 


Bestlmmungsstaaten, fur die 
besondere Angaben gemacht werden 


alle Bestixnmungsstaaten 


2 

2-1 

2-2 


Die nachstehenden Angaben 
betreffen den Mikroorganismus und/ 
oder anderes biologlsches Material, 
der/das in der Beschreibung genannt 
tst 

Seite 
Zeile 


32-33 


2-3 
2-3-1 

2-3-2 

2-3-3 
2-3-4 


Angaben betr. Hinteriegung 

Name der Hinterlegungsstelle 

Anschrift der Hinterlegungsstelle 

Datum der Hinteriegung 
Bngangsnummer 


DSMZ DSMZ -Deutsche Sammlung von Mikroor- 
ganismen und Zellkulturen GmbH 

Mascheroder Weg lb, D-38124 
Braunschweig, Germany 
04. MSLrz 2004 (04.03.2004) 
DSMZ 16275 


2-5 


Bestlmmungsstaaten, fur die 
besondere Angaben gemacht werden 


alle Bestixnmungsstaaten 
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3 

3-1 
3-2 


Die nachstehenden Angaben 
betreffen den Mikroorganismus und/ 
oder anderes biologisches Material, 
der/das In der Beschreibung genannt 
1st 

Selte 
Zeile 


34-35 


3-3 
3-3-1 

3-3-2 

3-3-3 
3-3-4 


Angaben betr. Hinterlegung 

Name der Hinterlegungsstelle 

Anschrift der Hinterlegungsstelle 

Datum der Hinterlegung 
Eingangsnummer 


DSMZ DSMZ-Deutscbe Sammlung von Mikroor- 
ganismen und Zellkulturen GmbH 

Mascheroder Weg lb, D- 3 8 124 
Braunschweig, Germany 
04. Marz 2004 (04.03.2004) 
DSMZ 16276 


3-5 


Bestimmungsstaaten, fur die 
besondere Angaben gemacht werden 


alle Bestimmungsstaaten 


VOM ANMELDEAMT AUSZUFULLEN 


0-4 


Dieses Formular 1st mlt der interna- 
tionaien Anmeldung elngegangen 

Qa oder nein) 




0-4-1 


Bevollmachtigter Bediensteter 


Y. Meriwjs-v.d. N^w*»*»« 


VOM INTERNATIONALEN BURO AUSZUFULLEN 


0-5 


Dieses Formular 1st an folgendem 
Datum belm internationaten Buro 
elngegangen 




0-5-1 


Bevollmachtigter Bediensteter 
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Pat en t anspr iiche 

1. Isolierte Polynucleotide, die fur Polypeptide mit den 
Aminosauresequenzen kodieren, die zu 90 bis 100 % 

5 identisch sind mit den in den Sequenzen SEQ ID NO : 2 , 3 

und 5 oder 7, 8 und 10 enthaltenden 
Aminosauresequenzen . 

2 . Polynucleotide gemass Anspruch 1 , ausgewShlt aus der 
Gruppe : 

10 a) Polynucleotide, enthaltend die Nukleotidsequenzen 

SEQ ID NO : 1 , 4, 6, 9 oder dazu Complement are 
Nukleotidsequenzen, 

b) Polynucleotide enthaltend Nukleotidsequenzen, die 
den Sequenzen aus a) im Rahmen'der Degeneriertheit 

15 des genet ischen Codes entsprechen, 

c) Polynucleotide enthaltend NuCleotidsequenzen 
gemass a) , die funktionsneutrale Sinnmutationen 
en thai ten, 

d) Polynukleotide, die mit den komplementaren 

20 Sequenzen aus a) unter stringent en Bedingungen 

hybridisieren, wobei unter stringenten Bedingungen 
das Waschen in 5XSSC bei einer Tempera tur von 50 
bis 65°C verstanden wird, 

wobei die Polynukleotide fur eine cyanidtolerante 
25 Nitrilhydratase kodieren. 

3. Polypeptide, enthaltend AminsSuresequenzen, die zu 90 
bis 100 % identisch sind mit den Sequenzen mit den 
Sequenzen SEQ ID NO: 2, 3 und 5 oder 7, 8 und 10. 

4. Polypetide mit der Aktivitat von cyanidtoleranten 

30 Nitrilhydratasen gem&S Anspruch 3, deren Restaktivitat 
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nach der Umsetzung von Methacrylnitril in Gegenwart 
von 20 mM (mM=mmol/l) Cyanittionen bei 20°C nach 30 
min. mindestens 90 % der Restaktivitat desselben 
Enzyms betragt, wenn diese unter ansonsten denselben 
5 Bedingungen in Abwesenheit von Cyanidionen fur die 

Umsetzung eingestuft wurde. 

5. Sonde Oder Primer, enthaltend mindestens 20 

aufeinanderf olgende Nukleotide aus den Sequenzen 
SEQ ID NO:l, 4, 6, 9. 

10 6. Vektoren, enhaltend ein Polynukleotid, ausgewahlt aus 
den gemass den Ansprtichen 1 oder 2. 

7. Wirtszelle, transf ormiert oder transf ektiert durch die 
Einfilhrung eines Polynukleotids gemass einem oder 
mehreren der Anspriiche 1 oder 2 . 

15 8. Wirtszelle, transf ormiert durch die Einftihrung eines 
Vektors gemass Anspruch 6. 

9 . Verf ahren zur enzymatischen Herstellung von Ami den aus 
Nitrilen, das f olgende Schritte aufweist: 

a) Umsetzung einer Nitrilgruppen enthaltenden 
20 Verbindung mit einem mikrobiellen Enzym 

(Polypeptid) , das Nitrilhydratase-Aktivitat 
aufweist und 

b) Abtrennung des gebildeten Amids 

wobei man fur die Umsetzung des Nitrils zum Amid eine 
25 cyanidtolerante Nitrilhydratase gem&S den Ansprtichen 3 

oder 4 einsetzt, 

10. Verf ahren gem&£ Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, 
dass man das genannte Enzym produzierende und 
enthaltende Mikroorganismen gem&ss den Ansprtichen 7 
30 oder 8 oder deren Lysat einsetzt. 
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11. 
12. 
5 13. 

14. 

10 

15. 
15 16. 



Verfahren gemaS Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, 
dass man ruhende Zelle des Mikroorganismus einsetzt. 

Verfahren gema£ Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, 
dass man eine gereinigte Nitrilhydratase einsetzt. 

Verfahren gemaJS einem oder mehreren der Anspruche 9 
bis 12, dadurch gekennzeichnet, dass das Enzym aus 
Mikroorganismen der Gattung Pseudomonas stammt. 

Verfahren gemaS Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, 
dass das Enzym aus eingesetzten Mikroorganismen der 
Species Pseudonomas putida oder Pseudonomas marginalis 
stammt . 

Verfahren gemaS Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, 
dass die eingesetzten Mikroorganismen unter den 
Nummern DSM 16275 und DSM 16276 hinterlegt sind. 

Verfahren gemas einem oder mehreren der Anspruche 9 
bis 15, dadurch gekennzeichnet, dass man Verbindungen 
der allgemeinen Formel 



in der bedeuten: 

X: OH, H, Alkyl, NH 2 ; 

R: H, gesattigter Alky Ires t mit 1 bis 12 C-Atomen, 
verzweigt oder unverzweigt, gegebenenf alls NH 2 - 
substituiert, 

ungesattigte Alkyl'reste mit einer Doppelbindung 
und 1 bis 12 C-Atomen, verzweigt oder 




(I) 



R"-CN 



(ID 
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unverzweigt, Cycloall^lgruppen mit 3 bis 6 C- 
Atomen, 

mit Alkyl thiogruppen substituierte 
Alkylenreste, wobei Alkyl hier einem Ci bis C 3 - 
5 Rest 

und Alkyl en einem zweiwertigen C 3 bis C 8 -Rest 
entspricht, 
R A : H, Alkyl mit 1 bis 3 C-Atomen, 

R m : ein- oder zweikerniger ungesattigter Ring, mit 6 
10 bis 12 C-Atomen, gegebenenf alls mit einer oder 

zwei Alkylgruppen (Ci - C 3 ) / Cl, Br, F. 

Alkylnitrilrest mit 1 bis 6 C-Atomen 
zu den entsprechenden Ami den umsetzt. 

17. Verfahren gemaS Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet , 
15 dass man eine Verbindung der allgemeinen Formel(I) in 

Gegenwart von Blausaure oder einem Salz der Blausaure 
umsetzt. 

18. Verfahren gemafi Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, 
dass man die Umsetzung in Gegenwart einer 

20 Anfangskonzentration von mehr als 0,5 mol% Cyanid bis 

3 mol% Cyanid, bezogen auf das eingesetzte Nitril, 
durchf uhrt . 

19. Verfahren gem&£ einem oder mehr er en der Anspriiche 9 
bis 18, dadurch gekennzeichnet, dass man als Nitril 2- 

25 Amino-4~methylthiobutyronitril einsetzt. 

20. Verfahren gem3.£ einem oder mehreren der Anspriiche 9 
bis 18, dadurch gekennzeichnet, dass man als Nitril 2- 
Hydroxy~4-methylthiobutyronitril einsetz t , 
gegebenenf alls en thai ten in der Reaktionsmischung aus 

30 der Herstellung dieses Nitrils. 

21. Verfahren gema.fi einem "oder mehreren der Anspriiche 9 
bis 18, dadurch gekennzeichnet, dass man als Nitril 2- 
Hydroxy-2-methylpropionitril einsetzt. 
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22. Verfahren gemass den Anspruchen 9 bis 21, dadurch 

gekennzeichnet, dass man das Amid bzw. die das Amid 
enthaltende Losung von den Zellen der Biomasse trennt 
und das Amid zu der entsprechenden Saure verseift. 

5 23. Verfahren gemass den Anspruchen 9 bis 21, dadurch 

gekennzeichnet, dass man das Amid bzw. die das Amid 
entlialtende Ldsung von den Zellen der Biomasse trennt 
und das Amid mit Alkali- oder 
Erdalkalimetallhydroxiden zu den Salzen der 
10 entsprechenden Carbonsauren verseift. 

24. Verfahren gemsass Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, 
dass man MHA-Amid mit Calziumhydroxid verseift und das 
Calziumsalz gewinnt. 

25. Verfahren nach einem oder mehreren der Ansprxiche 9 bis 
15 24, wobei man 

a) Mikroorganismen der Gattung Pseudonomas 
fermentiert, in denen man isolierte 
Polynukleotide, die fur Polypeptide mit den 
Aminosauresequenzen kodieren, die zu 90 bis 100 % 

20 identisch sind mit den in den Sequenzen mit den 

Sequenzen SEQ ID NO:2, 3, 5, 7, 8, 10 
enthaltenden Aminosauresequenzen, wobei die 
Polypeptide die Aktivitat einer cyanidtoleranten 
Nitrilhydratase besitzen, verstarkt, insbesondere 

25 rekombinant uberexprimiert , 

b) aus dies en Mikroorganismen das rekombinant 
erzeugte Enzym mit Nitrilhydrataseaktivitat 
gegebenenefalls isoliert oder eine dieses Enzym 
enthaltende Proteinf raktion herstellt, und 

30 c) die Mikroorganismen gemass a) oder das Enzym oder 

die dieses enthaltende Fraktion gemass b) in ein 
Medium uberfuhrt, das eine Nitrilgruppen-haltige 
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Verbindung der allgemeinen Formeln (I) oder (II) 
enthalt . 

26. Verfahren gemass einem oder mehreren der Anspruche 9 
bis 24 , wobei man Wirtszellen gemass den Anspriichen 7 
oder 8 einsetzt. 

27. Mikroorganismen der Gattung Pseudomonas, hinterlegt 
unter den Nummern DSM 16275 und DSM 16276. 

28. Cyanidtolerante Nitrilhydratasen, isoliert aus den 
Stammen der Gattung Pseudonofnas , hinterlegt unter den 
Nummern DSM 16275 und DSM 16276. 
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Abbildung 1 
MA32 

i 40O5O- 




Acrylnitril Methacryinltrii MetMonlnnltril MHA-Nitrfl Acotoncyanhydrin Formylvalinnttrll 
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100,0 




Acetoncyanhydrln FormylvalinnitrH 
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Abbi Idling 3 
MA31 




0 mM KCN 



20 mM KCN 



50 mM KCN 



100 mM KCN 
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Abbi Idling 5 
MA113 



200 




Omln 20min 40 mln 60 m In 80 mhr 100 mi n 120 mln 140 min 160 mln 

Reaktionszeit 
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Abbildung 6 
MA32 



160 




Omln 100 min 200 min 300 min 400 min 500 mln 600 min 

Reaktiortszeit [min] 
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10 



SEQUENCE LISTING 
<110> Degussa AG 

<120> Cyanidtolerante Nitrilhydratasen. 
<130> 040061 
<160> 14 

<170> Patentln version 3.3 



<210> 1 

<211> 6828 

15 <212> DNA 

<213> Pseudomonas marginal is 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



60 



<220> 
<221> 
<222> 
<223> 

<220> 
<221> 
<222> 
<223> 

<220> 
<221> 
<222> 
<223> 



CDS 

(25) . . (609) 

Gen der Kodier region der alpha-Untereinheit 



CDS 

(650) . . (1312) 

Gen der Kodierregion der beta-Unterinheit 



gene 

(1309) . • (2577) 
Gen des Aktivatorproteins 



<400> 1 

aattcttaag aaggagatat acat atg agt aca get act tea acg ccc ggc 51 

Met Ser Thr Ala Thr Ser Thr Pro Gly 
1 5 

gaa aga gec tgg gca ttg ttt caa gtc etc aag age aag gaa etc ate 99 
Glu Arg Ala Trp Ala Leu Fhe Gin Val Leu Lys Ser Lys Glu Leu lie 
10 15 20 25 

ccg gag ggc tat gtc gag cag etc acg caa ttg atg gag cac ggc tgg 147 
Pro Glu Gly Tyr Val Glu Gin Leu Thr Gin Leu Met Glu His Gly Trp 
30 35 40 

age ccc gag aac ggc gec cgt gtg gtg gee aag gcg tgg gtc gat ccg 195 
Ser Pro Glu Asn Gly Ala Arg Val Val Ala Lys Ala Trp Val Asp Pro 
45 50 ' 55 

cag ttc egg gca ctg ttg etc aag gac ggc ace gcg gee tgc gec cag 243 
Gin Phe Arg Ala Leu Leu Leu Lys Asp Gly Thr Ala Ala Cys Ala Gin 
60 65 70 

ttc ggc tac acc ggc ccc cag ggc gaa tac ate gtt gee ctg gag gat 291 
Phe Gly Tyr Thr Gly Pro Gin Gly Glu Tyr lie Val Ala Leu Glu Asp 
75 80 m B\ 

acg ccg acg ctg aag aac gtg att gtc tgc age ctg. tgc tec tgc acc 339 
Thr Pro Thr Leu Lys Asn Val lie Val Cys Ser Leu Cys Ser Cys Thr 
90 95 100 105 
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aac tgg ccg gtc etc ggc ctg cca ccg gag tgg tac aag ggt ttc gag 387 
Asn Trp Pro Val Leu Gly Leu Pro Pro Glu Trp Tyr Lys Gly Phe Glu 
110 115. 120 

5 ttc cgc gca cgc ctg gtc egg gag ggg cgc acg gta ctg cgc gag ctg 435 
Phe Arg Ala Arg Leu Val Arg Glu Gly Arg Thr Val Leu Arg Glu Leu 
125 130 135 

ggg acg gag ttg ccc egg gac atg gtg gtc aag gtc tgg gac acc age 483 
10 Gly Thr Glu Leu Pro Arg Asp Met Val Val Lys Val Trp Asp Thr Ser 
140 145 150 

gec gaa age cgc tac ctg gtg ctg ccg gtc agg ccg gaa ggc tea gaa 531 
Ala Glu Ser Arg Tyr Leu Val Leu Pro Val Arg Pro Glu Gly Ser Glu 
15 155 160 165 

cac atg age gaa gag cag ctt caa gcg ctg gtg acc aaa gac gtg ctg 579 
His Met Ser Glu Glu Gin Leu Gin Ala Leu Val Thr Lys Asp Val Leu 
170 175 180 185 

20 

ate ggc gtc gee ctg ccc cgc gtg ggc tga gaacaacacc teatcategt 629 
lie Gly Val Ala Leu Pro Arg Val Gly 
190 

25 tcactcccgg agttttgatt atg gat ggc ttt cac gat etc ggc ggt ttc caa 682 

Met Asp Gly Phe His Asp Leu Gly Gly Phe Gin 
195 200 205 

ggc ttt gga aaa gtc cct cac acc ate aac age ctg age tac aaa cag 730 
30 Gly Phe Gly Lys Val Pro His Thr lie Asn Ser Leu Ser Tyr Lys Gin 

210 215 220 

gtg ttc aag cag gac tgg gag cat ctg gee tac age ttg atg ttc ate 778 
Val Phe Lys Gin Asp Trp Glu His Leu Ala Tyr Ser Leu Met Phe lie 
35 225 230 235 

ggt gec gac cac ttg aaa aag ttc age gtg gac gaa gtg cgt cac gec 826 
Gly Ala Asp His Leu Lys Lys Phe Ser Val Asp Glu Val Arg His Ala 
240 245 250 



40 



gtc gaa cgc ctg gat gtg cgc cag cat gtc ggc acc cag tac tac gaa 874 
Val Glu Arg Leu Asp Val Arg Gin His Val Gly Thr Gin Tyr Tyr Glu 
255 260 265 



45 cgc tac gtc ate gcg acc gee acc ctg ctg gtc gaa acc ggc gtg ate 922 
Arg Tyr Val lie Ala Thr Ala Thr Leu Leu Val Glu Thr Gly Val lie 
270 275 280 285 

acc cag gcg gag ctt gat cag gee ttg ggc tec cac ttc aag ctg gcg 970 
50 Thr Gin Ala Glu Leu Asp Gin Ala Leu Gly Ser His Phe Lys Leu Ala 

290 295 300 

aat ccc gee cat gee gag ggc cgc ccg gcg att acg ggg egg ccg ccc 1018 
Asn Pro Ala His Ala Glu Gly Arg Pro Ala lie Thr Gly, Arg Pro Pro 
55 305 310 *315 

ttc gag gtg ggg gat egg gtg gtg gtg cga gac gaa tat gtg get gga 1066 
Phe Glu Val Gly Asp Arg Val Val Val Arg Asp Glu Tyr Val Ala Gly 
320 325 330 
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cac ate cgc atg ccc gec tac gtg cgc ggc aag gaa ggc gtg gtc ctg 1114 
His lie Arg Met Pro Ala Tyr Val Arg Gly Lys Glu Gly Val Val Leu 
335 340 345 

5 

cac cgc acg tea gag aaa tgg ccg ttc ccc gac gca ate ggg cat ggc 1162 
His Arg Thr Ser Glu Lys Trp Pro Phe Pro Asp Ala lie Gly His Gly 
350 355 360 365 

10 gat gta age gca gec cat caa ccc ace tac cac gtc gag ttc gec gtg 1210 
Asp Val Ser Ala Ala His Gin Pro Thr Tyr His Val Glu Phe Ala Val 
370 375 380 

aag gac ctg tgg gga gat gec gee gat gag ggt ttt gtg gtg gtc gac 1258 
15 Lys Asp Leu Trp Gly Asp Ala Ala Asp Glu Gly Phe Val Val Val Asp 
385 390 395 

ctg ttc gaa age tac ctg gac aag gee gee ggc gcg cgc gcg gtg aac 1306 
Leu Phe Glu Ser Tyr Leu Asp Lys Ala Ala Gly Ala Arg Ala Val Asn 
20 400 405 410 

cca tga cagacggcgc ccaggcaagc cgactgccgg tgaeggtect ttegggctte 1362 
Pro 

25 

ctcggcgccg gcaagaccac cctgctcaac cacatcctgc geaatcgega aggcctgcgc 1422 

gtggccgtca tegtcaatga catgagegaa gtcaatatcg atgecgaaga ggtgcagcgc 1482 

30 gatgtcgege tgcaccgtgg tegegatgag ctgatcgaga tgagcaaegg gtgcatctgc 1542 

tgcaccctgc gcgccgattt gctcgagcag ateagcatge tcgcacgcca acagegttte 1602 

gattacctgc tgattgaatc caeggggate tccgagccga tgccggtcgc ggagacgttc 1662 
gccttccttg aegctgatgg cttcagcctc agegaactgg cgcgcctgga caccttggtg " 1722 

acggtggtcg atggcagtcg tttccaggaa ctgctcgaat cgccgcacac cgttgaccag 1782 

40 gatgacgeca cgccagacgc acccaagcgc cacctggccg atetgetgat cgaacaggtg 1842 

gagtacgeca aegtcattet cgtcaataag ctggatctga tegatgeage gcagtatcag 1902 

geegtgeagg cgatcctcac aggecttaac ccgacggcgc ggatcatgee gatggcccac 1962 

ggtaacatcc catcagccag cctgctcggc acccatctgt ttgatttacc cagcctcgcg 2022 

gcgtcgccgg gctggatgcg gaaaatggag gcggcagacg cgccggcctc egagteggae 2082 

50 acctatggcg tgacgtcctg ggtgtaccgt gagcgcgcac ctttccaccc gcaacggttg 2142 

ctcgactttc tccagcagcc ctggtgcaac gggcggttgc tgcgcagcaa aggttacttc 2202 

tggcttgeca gccgccacct ggaaacegge ctgctggtgc aaagcggcaa gcggttccag 2262 

tgggactatg tegggegctg gtggaacttc ategagcegt cgcaatggcc ccgggacgaa 2322 

taccggctgc agggcatcag ggccaaatgg gacagcgtgg teggegactg ceggcaggag 2382 

60 ttggtgttta teggecaggg cctcgacacc gaegegt'tae agegegaget cgaccactgc 2442 

ctgctgagcg cccaggaaat cgccgccggc ccactggcct ggcaageget gecaggggeg 2502 



35 



45 



55 
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accgcctttg accgacagac ccttgcccgc 
tttgatccga gatagaagct tctgttttgg 

5 

gattaaatca gaacgcagaa gcggtctgat 
ggtggtccca cctgacccca tgccgaactc 
10 tgtggggtct ccccatgcga gagtagggaa 
agtcgaaaga ctgggccttt cgttttatct 
ggacaaatcc gccgggagcg gatttgaacg 

15 

caggacgccc gccataaact gccaggcatc 
gcctttttgc gtttctacaa actcttttgt 
20 ccgctcatga gacaataacc ctgataaatg 
agtattcaac atttccgtgt cgcccttatt 
tttgctcacc cagaaacgct ggtgaaagta 

25 

gtgggttaca tcgaactgga tctcaacagc 
gaacgttttc caatgatgag cacttttaaa 
30 gttgacgccg ggcaagagca actcggtcgc 
gagtactcac cagtcacaga aaagcatctt 
agtgctgcca taaccatgag tgataacact 

35 

ggaccgaagg agctaaccgc ttttttgcac 
cgttgggaac cggagctgaa tgaagccata 
40 gtagcaatgg caacaacgtt gcgcaaacta 
cggcaacaat taatagactg gatggaggcg 
gcccttccgg ctggctggtt tattgctgat 

45 

ggtatcattg cagcactggg gccagatggt 
acggggagtc aggcaactat ggatgaacga 
50 ctgattaagc attggtaact gtcagaccaa 
aaacttcatt tttaatttaa aaggatctag 
aaaatccctt aacgtgagtt ttcgttccac 

55 

ggatcttctt gagatccttt ttttctgcgc 
ccgctaccag cggtggtttg tttgccggat 
60 actggcttca gcagagcgca gataccaaat 
caccacttca agaactctgt agcaccgcct 



cccccacaca 


gcccatggcg 


attgccccca 


2562 


cggatgagag 


aagattttca 


gcctgataca 


2622 


aaaacagaat 


ttgcctggcg 


gcagtagcgc 


2682 


agaagtgaaa 


cgccgtagcg 


ccgatggtag 


2742 


ctgccaggca 


tcaaataaaa 


cgaaaggctc 


2802 


gttgfcttgtc 


ggtgaacgct 


ctcctgagta 


'2862 


ttgcgaagca 


acggcccgga 


gggtggcggg 


2922 


aaattaagca 


gaaggccatc 


ctgacggatg 


2982 


ttatttttct 


aaatacattc 


aaatatgtat 


3042 


cttcaataat 


attgaaaaag 


gaagagtatg 


3102 


cccttttttg 


cggcattttg 


ccttcctgtt 


3162 


aaagatgctg 


aagatcagtt 


gggtgcacga 


3222 


ggtaagatcc 


ttgagagttt 


tcgccccgaa 


3282 


gttctgctat 


gtggcgcggt 


attatcccgt 


3342 


cgcatacact 


attctcagaa 


tgacttggtt 


3402 


acggatggca 


tgacagtaag 


agaattatgc 


3462 


gcggccaact 


tacttctgac 


aacgatcgga 


3522 


aacatggggg 


atcatgtaac 


tcgccttgat 


3582 


ccaaacgacg 


agcgtgacac 


cacgatgcct 


3 642 


ttaactggcg 


aactacttac 


tctagcttcc 


3702 


gataaagttg 


caggaccact 


tctgcgctcg 


3762 


aaatctggag 


ccggtgagcg 


tgggtctcgc 


3822 


aagccctccc 


gtatcgtagt 


tatctacacg 


3882 


aatagacaga 


tcgctgagat 


aggtgcctca 


3942 


gtttactcat 


atatacttta 


gattgattta 


4002 


gtgaagatcc 


tttttgataa 


tctcatgacc 


4062 


tgagcgtcag 


accccgtaga 


aaagatcaaa 


4122 


gtaatctgct 


gcttgcaaac 


aaaaaaacca 


4182 


caagagctac 


caactctttt 


tccgaaggta 


4242 


actgtccttc 


tagtgtagcc 


gtagttaggc 


4302 


acatacctcg 


ctctgctaat 


cctgttacca 


4362 
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gtggctgctg ccagtggcga taagtcgtgt 
ccggataagg cgcagcggtc gggctgaacg 

5 

cgaacgacct acaccgaact gagataccta 
cccgaaggga gaaaggcgga caggtatccg 
10 acgagggagc ttccaggggg aaacgcctgg 
ctctgacttg agcgtcgatt tttgtgatgc 
gccagcaacg cggccttttt acggttcctg 

15 

tttcctgcgt tatcccctga ttctgtggat 
accgctcgcc gcagccgaac gaccgagcgc 
20 cgcctgatgc ggtattttct ccttacgcat 
gcactctcag fcacaatctgc tctgatgccg 
gctacgtgac tgggtcatgg ctgcgccccg 

25 

acgggcttgt ctgctcccgg catccgctta 
catgtgtcag aggttttcac cgtcatcacc 
30 atcagcgtgg tcgtgaagcg attcacagat 
gagtttctcc agaagcgtta atgfcctggct 
tttttcctgt ttggtcactt gatgcctccg 

35 

atgataccga tgaaacgaga gaggatgctc 
cggttactgg aacgttgtga gggtaaacaa 
40 aaaatcactc agggtcaatg ccagcgcttc 
agccagcagc atcctgcgat gcagatccgg 
gtttccagac tttacgaaac acggaaaccg 

45 

gacgttttgc agcagcagtc gcttcacgtt 
ccagtaaggc aaccccgcca gcctagccgg 
50 acccgtggcc aggacccaac gctgcccgag 
gacgcgatgg atatgttctg ccaagggttg 
tgattggctc caattcttgg agtggtgaat 

55 

aggtcgaggt ggcccggctc catgcaccgc 
gggcggcgcg cctacaatcc atgccaaccc 
60 cgccgtgacg atcagcggtc cagtgatcga 
ttgaagctgt ccctgatggt cgtcatctac 



cttaccgggt 


tggactcaag 


acgatagtta 


4422 


gggggttcgt 


gcacacagcc 


cagcttggag 


4482 


cagcgtgagc 


tatgagaaag 


cgccacgctt 


4542 


gtaagcggca 


gggtcggaac 


aggagagcgc 


4602 


tatctttata 


gtcctgtcgg 


gtttcgccac 


4662 


tcgtcagggg 


ggcggagcct 


atggaaaaac 


4722 


gccttttgct 


ggccttttgc 


tcacatgttc 


4782 


aaccgtatta 


ccgcctttga 


gtgagctgat 


4842 


agcgagtcag 


tgagcgagga 


agcggaagag 


4902 


ctgtgcggta 


tttcacaccg 


catatatggt 


4962 


catagttaag 


ccagtataca 


ctccgctatc 


5022 


acacccgcca 


acacccgctg 


acgcgccctg 


5082 


cagacaagct 


gtgaccgtct 


ccgggagctg 


5142 


gaaacgcgcg 


aggcagctgc 


ggtaaagctc 


5202 


gtctgcctgt 


tcatccgcgt 


ccagctcgtt 


5262 


tctgataaag 


cgggccatgt 


taagggcggt 


5322 


tgtaaggggg 


aatttctgtt 


catgggggta 


5382 


acgatacggg 


ttactgatga 


tgaacatgcc 


5442 


ctggcggtat 


ggatgcggcg 


ggaccagaga 


5502 


gttaatacag 


atgtaggtgt 


tccacagggt 


5562 


aacataatgg 


tgcagggcgc 


tgacttccgc 


5622 


aagaccattc 


atgttgttgc 


tcaggtcgca 


5682 


cgctcgcgta 


tcggtgattc 


attctgctaa 


5742 


gtcctcaacg 


acaggagcac 


gatcatgcgc 


5802 


atgcgccgcg 


tgcggctgct 


ggagatggcg 


5862 


gtttgcgcat 


tcacagttct 


ccgcaagaat 


5922 


ccgttagcga 


ggtgccgccg 


gcttccattc 


5982 


gacgcaacgc 


ggggaggcag 


acaaggtata 


6042 


gttccatgtg 


ctcgccgagg 


cggcataaat 


6102 


agttaggctg 


gtaagagccg 


cgagcgatcc 


6162 


ctgcctggac 


agcatggcct 


gcaacgcggg 


6222 
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catcccgatg ccgccggaag cgagaagaat 
cgcgaacgcc agcaagacgt agcccagcgc 

5 

cttctcgccg aaacgtttgg tggcgggacc 
gattccgaat accgcaagcg acaggccgat 
10 gccgaaaatg acccagagcg ctgccggcac 
agtcataagt gcggcgacga tagtcatgcc 
gaaggctctc aagggcatcg gtcgacgctc 

15 

gcccagtagt aggttgaggc cgttgagcac 
tcaccacaat tcagcaaatt gtgaacatca 
20 cccattttcc tgtcagtaac gagaaggtcg 
atgaac 



25 <210> 2 

<211> 194 
<212> PRT 

<213> Pseudomonas marginal! s 
3 0 <400> 2 

Met Ser Thr Ala Thr Ser Thr Pro Gly Glu Arg Ala Trp Ala Leu Phe 
15 10 15 

35 

Gin Val Leu Lys Ser Lys Glu Leu He Pro Glu Gly Tyr Val Glu Gin 
20 25 30 



40 Leu Thr Gin Leu Met Glu His Gly Trp Ser Pro Glu Asn Gly Ala Arg 
35 40 45 



Val Val Ala Lys Ala Trp Val Asp Pro Gin Phe Arg Ala Leu Leu Leu 
45 50 55 60 



Lys Asp Gly Thr Ala Ala Cys Ala Gin Phe Gly Tyr Thr Gly Pro Gin 
65 70 75 80 

50 

Gly Glu Tyr lie Val Ala Leu Glu Asp Thr Pro Thr Leu Lys Asn Val 
85 90 95 

55 

He Val Cys Ser Leu Cys Ser Cys Thr Asn Trp Pro Val Leu Gly Leu 
100 105 110 



60 Pro Pro Glu Trp Tyr Lys Gly Phe Glu Phe Arg Ala Arg Leu Val Arg 
115 * 120 125 



cataatgggg 


aaggccatcc 


agcctcgcgt 


6282 


gtcggccgcc 


atgccggcga 


taatggcctg 


6342 


agtgacgaag 


gcttgagcga 


gggcgtgcaa 


6402 


catcgtcgcg 


ctccagcgaa 


agcggtcctc 


6462 


ctgtcctacg 


agttgcatga 


taaagaagac 


6522 


ccgcgcccac 


cggaaggagc 


tgactgggtt 


6582 


tcccttatgc 


gactcctgca 


ttaggaagca 


6642 


cgccgccgca 


aggaatggtg 


catgcatcga 


6702 


tcacgttcat 


ctttccctgg 


ttgccaatgg 


6762 


cgaattcagg 


cgctttttag 


actggtcgta 


6822 
6828 
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Glu Gly Arg Thr Val Leu Arg Glu Leu Gly Thr Glu Leu Pro Arg Asp 
130 135 140 

5 

Met Val Val Lys Val Trp Asp Thr Ser Ala Glu Ser Arg Tyr Leu Val 
145 150 155 160 

10 Leu Pro Val Arg Pro Glu Gly Ser Glu His Met Ser Glu Glu Gin Leu 

165 170 175 



Gin Ala Leu Val Thr Lys Asp Val Leu He Gly Val Ala Leu Pro Arg 
15 180 185 190 



Val Gly 

20 

<210> 3 
<211> 220 
<212> PRT 
25 <213> Pseudomonas marginal is 

<400> 3 

Met Asp Gly Phe His Asp Leu Gly Gly Phe Gin Gly Phe Gly Lys Val 
30 1 5 10 . 15 



Pro His Thr He Asn Ser Leu Ser Tyr Lys Gin Val Phe Lys Gin Asp 
20 25 30 

35 

Trp Glu His Leu Ala Tyr Ser Leu Met Phe He Gly Ala Asp His Leu 
35 40 45 

40 

Lys Lys Phe Ser Val Asp Glu Val Arg His Ala Val Glu Arg Leu Asp 
50 55 * 60 

45 Val Arg Gin His Val Gly Thr Gin Tyr Tyr Glu Arg Tyr Val He Ala 
65 70 75 80 



Thr Ala Thr Leu Leu Val Glu Thr Gly Val He Thr Gin Ala Glu Leu 
50 85 90 95 



Asp Gin Ala Leu Gly Ser His Phe Lys Leu Ala Asn Pro Ala His Ala 
100 105 110 

55 

Glu Gly Arg Pro Ala He Thr Gly Arg Pro Pro Phe Glu Val Gly Asp 
115 120 125 

60 

Arg Val Val Val Arg Asp Glu T^yr Val Ala Gly His He Arg Met Pro 
130 135 140 
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10 



25 



Ala Tyr Val Arg Gly Lys Glu Gly Val Val Leu His Arg Tlxr Ser Glu 
145 150 155 160 



Lys Trp Pro Phe Pro Asp Ala lie Gly His Gly Asp Val Ser Ala Ala 
165 170 175 



His Gin Pro Thr Tyr His Val Glu Phe Ala Val Lys Asp Leu Trp Gly 
180 185 190 



15 Asp Ala Ala Asp Glu Gly Phe Val Val Val Asp Leu Phe Glu Ser Tyr 
195 200 205 



Leu Asp Lys Ala Ala Gly Ala Arg Ala Val Asn Pro 
20 210 215 220 



<210> 
<211> 
<212> 



1269 
DNA 



<213> Pseudomonas marginalis 



30 



<220> 
<221> 
<222> 
<223> 



CDS 

(1) . . (1269) 

Gen der Kodierregion 



des Aktivatorproteins 



<400> 4 

35 atg aca gac ggc gcc cag gca age cga ctg ccg gtg acg gtc ctt teg 

Met Thr Asp Gly Ala Gin Ala Ser Arg Leu Pro Val Thr Val Leu Ser 
15 10 15 



48 



ggc ttc etc ggc gcc ggc aag ace acc ctg etc aac cac ate ctg cgc 
40 Gly Phe Leu Gly Ala Gly Lys Thr Tixr Leu Leu Asn His lie Leu Arg 
20 25 30 



96 



45 



aat cgc gaa ggc ctg cgc gtg gcc gtc ate gtc aat gac atg age gaa 
Asn Arg Glu Gly Leu Arg Val Ala Val He Val Asn Asp Met Ser Glu 
35 40 45 



144 



50 



gtc aat ate gat gcc gaa gag gtg cag cgc gat gtc gcg ctg cac cgt 

Val Asn He Asp Ala Glu Glu Val Gin Arg Asp Val Ala Leu His Arg 

50 55 60 

ggt cgc gat gag ctg ate gag atg age aac ggg tgc ate tgc tgc acc 

Gly Arg Asp Glu Leu He Glu Met Ser Asn Gly Cys He Cys Cys Thr 
65 70 75 80 



192 



240 



55 ctg cgc gcc gat ttg etc gag cag ate age atg etc gca cgc caa cag 
Leu Arg Ala Asp Leu Leu Glu Gin He Ser Met Leu Ala Arg Gin Gin 
85 90 95 



288 



cgt ttc gat tac ctg ctg att gaa tec acg ggg ate tec gag ccg atg 
60 Arg Phe Asp Tyr Leu Leu He Glu Ser Thr Gly He Ser Glu Pro Met 
100 105 110 



336 
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ccg gtc gcg gag acg ttc gcc ttc ctt gac get gat ggc ttc age etc 384 

Pro Val Ala Glu Thr Phe Ala Phe Leu Asp Ala Asp Gly Phe Ser Leu 
115 120 125 

5 age gaa ctg gcg cgc ctg gac acc ttg gtg acg gtg gtc gat ggc agt 432 

Ser Glu Leu Ala Arg Leu Asp Thr Leu Val Thr Val Val Asp Gly Ser 
130 135 140 

cgt ttc cag gaa ctg etc gaa teg ccg cac acc gtt gac cag gat gac 480 

10 Arg Phe Gin Glu Leu Leu Glu Ser Pro His Thr Val Asp Gin Asp Asp 

145 150 155 ■ 160 

gcc acg cca gac gca ccc aag cgc cac ctg gcc gat ctg ctg ate gaa 528 

Ala Thr Pro Asp Ala Pro Lys Arg His Leu Ala Asp Leu Leu lie Glu 
15 165 170 175 

cag gtg gag tac gcc aac gtc att etc gtc aat aag ctg gat ctg ate 576 

Gin Val Glu Tyr Ala Asn Val lie Leu Val Asn Lys Leu Asp Leu lie 
180 185 190 



20 



40 



gat gca gcg cag tat cag gcc gtg cag gcg ate etc aca ggc ctt aac 624 
Asp Ala Ala Gin Tyr Gin Ala Val Gin Ala He Leu Thr Gly Leu Asn 
195 200 205 



25 ccg acg gcg egg ate atg ccg atg gcc cac-ggt aac ate cca tea gcc 672 
Pro Thr Ala Arg He Met Pro Met Ala His Gly Asn He Pro Ser Ala 
210 215 220 

age ctg etc ggc acc cat ctg ttt gat tta ecc age etc gcg gcg teg 720 
30 Ser Leu Leu Gly Thr His Leu Phe Asp Leu Pro Ser Leu Ala Ala Ser 
225 230 235 240 

ccg ggc tgg atg egg aaa atg gag gcg gca gac gcg ccg gcc tec gag 768 
Pro Gly Trp Met Arg Lys Met Glu Ala Ala Asp Ala Pro Ala Ser Glu 
35 245 250 255 

teg gac acc tat ggc gtg acg tec tgg gtg tac cgt gag, cgc gca cct 816 
Ser Asp Thr Tyr Gly Val Thr Ser Trp Val Tyr Arg Glu Arg Ala Pro 
260 265 270 



ttc cac ccg caa egg ttg etc gac ttt etc cag cag ccc tgg tgc aac 864 
Phe His Pro Gin Arg Leu Leu Asp Phe Leu Gin Gin Pro Trp Cys Asn 
275 280 285 



45 ggg egg ttg ctg cgc age aaa ggt tac ttc tgg ctt gcc age cgc cac 912 
Gly Arg Leu Leu Arg Ser Lys Gly Tyr Phe Trp Leu Ala Ser Arg His 
290 295 300 

ctg gaa acc ggc ctg ctg gtg caa age ggc aag egg ttc cag tgg gac 960 
50 Leu Glu Thr Gly Leu Leu Val Gin Ser Gly Lys Arg Phe Gin Trp Asp 
305 310 315 320 

tat gtc ggg cgc tgg tgg aac ttc ate gag ccg teg caa tgg ccc egg 1008 
Tyr Val Gly Arg Trp Trp Asn Phe He Glu Pro Ser Gin Trp Pro Arg 
55 325 330 335 

gac gaa tac egg ctg cag ggc ate agg gcc aaa tgg gac age gtg gtc 1056 
Asp Glu Tyr Arg Leu Gin Gly He Arg Ala Lys Trp Asp Ser Val Val 
340 345 350 
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ggc gac tgc egg cag gag ttg gtg ttt ate ggc cag ggc etc gac ace 1104 

Gly Asp Cys Arg Gin Glu Leu Val Phe lie Gly Gin Gly Leu Asp Ihr 

355 360 365 

5 

gac gcg tta cag cgc gag etc gac cac tgc ctg ctg age gee cag gaa 1152 

Asp Ala Leu Gin Arg Glu Leu Asp His Cys Leu Leu Ser Ala Gin Glu 

370 375 380 

10 ate gec gec ggc cca ctg gec tgg caa gcg ctg cca ggg gcg ace gee 1200 
lie Ala Ala Gly Pro Leu Ala Trp Gin Ala Leu Pro Gly Ala Thr Ala 
385 390 395 400 

ttt gac cga cag ace ctt gec cgc ccc cca cac age cca tgg cga ttg 1248 
15 Phe Asp Arg Gin Thr Leu Ala Arg Pro Pro His Ser Pro Trp Arg Leu 

405 410 415 

ccc cca ttt gat ccg aga tag 1269 
Pro Pro Phe Asp Pro Arg 
20 420 

<210> 5 

<211> 422 

25 <212> PRT 

<213> Pseudomonas marginal is 

<400> 5 

30 Met Thr Asp Gly Ala Gin Ala Ser Arg Leu Pro Val Thr Val Leu Ser 
15 10 15 

Gly Phe Leu Gly Ala Gly Lys Thr Thr Leu Leu Asn His lie Leu Arg 
35 " 20 25 30 



40 



45 



Asn Arg Glu Gly Leu Arg Val Ala Val He Val Asn Asp Met Ser Glu 
35 40 45 



Val Asn He Asp Ala Glu Glu Val Gin Arg Asp Val Ala Leu His Arg 
50 55 60 



Gly Arg Asp Glu Leu He Glu Met Ser Asn Gly Cys Xle Cys Cys Thr 
65 70 75 80 



50 Leu Arg Ala Asp Leu Leu Glu Gin He Ser Met Leu Ala Arg Gin Gin 

85 90 95 



Arg Phe Asp Tyr Leu Leu He Glu Ser Thr Gly He Ser Glu Pro Met 
55 100 105 110 



60 



Pro Val Ala Glu Thr Phe Ala Phe Leu Asp Ala Asp Gly Phe Ser Leu 
115 120 125 
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Ser Glu Leu Ala Arg Leu Asp Thr Leu Val Thr Val Val Asp Gly Ser 
130 135 140 

5 Arg Phe Gin Glu Leu Leu Glu Ser Pro His Thr Val Asp Gin Asp Asp 
145 150 155 160 

Ala Thr Pro Asp Ala Pro Lys Arg His Leu Ala Asp Leu Leu He Glu 
10 165 170 175 



Gin Val Glu Tyr Ala Asn Val He Leu Val Asn Lys Leu Asp Leu He 
180 185 190 

15 

Asp Ala Ala Gin Tyr Gin Ala Val Gin Ala He Leu Thr Gly Leu Asn 
195 200 205 

20 

Pro Thr Ala Arg He Met Pro Met Ala His Gly Asn He Pro Ser Ala 
210 215 .220 

25 Ser Leu Leu Gly Thr His Leu Phe Asp Leu Pro Ser Leu Ala Ala Ser 
225 230 235 240 



Pro Gly Trp Met Arg Lys Met Glu Ala Ala Asp Ala Pro Ala Ser Glu 
30 245 250 255 



Ser Asp Thr Tyr Gly Val Thr Ser Trp Val Tyr Arg Glu Arg Ala Pro 
260 265 270 

35 

Phe His Pro Gin Arg Leu Leu Asp Phe Leu Gin Gin Pro Trp Cys Asn 
275 280 : * 285 

40 

Gly Arg Leu Leu Arg Ser Lys Gly Tyr Phe Trp Leu Ala Ser Arg His 
290 295 300 

45 Leu Glu Thr Gly Leu Leu Val Gin Ser Gly Lys Arg Phe Gin Trp Asp 
305 310 315 320 



Tyr Val Gly Arg Trp Trp Asn Phe He Glu Pro Ser Gin Trp Pro Arg 
50 325 330 335 



Asp Glu Tyx Arg Leu Gin Gly He Arg Ala Lys Trp Asp Ser Val Val 
340 345 350 

55 

Gly Asp Cys Arg Gin Glu Leu Val Phe He Gly Gin Gly Leu Asp Thr 
355 360 365 

60 

Asp Ala Leu Gin Arg Glu Leu Asp His Cys Leu Leu Ser Ala Gin Glu 
370 375 380 
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He Ala Ala Gly Pro Leu Ala Trp Gin Ala Leu Pro Gly Ala Thr Ala 
385 390 395 400 



Plie Asp Arg Gin Thr Leu Ala Arg Pro Pro His Ser Pro Trp Arg Leu 
405 410 415 



Pro Pro Phe Asp Pro Arg 
10 420 



<210> 6 

<211> 2371 

15 <212> DNA 

<213> Pseudomonas put i da 



20 



<220> 
<221> 
<222> 
<223> 



CDS 

(1) . • (582) 

Gen der Kodierregion der alpha-Untereinheit 



25 



<220> 
<221> 
<222> 
<223> 



CDS 

(624) (1286) 

Gen der Kodierregion der beta-Untereihheit 



30 



<220> 
<221> 
<222> 
<223> 



(1283) (2371) 

Gen des Aktivatorproteins 



<400> 6 

35 atg acg gca act tea acc cct ggt gag egg gca cgc gca ttg ttt gca 
Met Thr Ala Thr Ser Thr Pro Gly Glu Arg Ala Arg Ala Leu Phe Ala 
15 10 15 



48 



gtg etc aag cgc aaa gac etc ate ccc gag ggc tac ate gaa cag etc 
40 Val Leu Lys Arg Lys Asp Leu He Pro Glu Gly Tyr He Glu Gin Leu 
20 25 30 



96 



45 



acc cag ctg atg gaa cac ggc tgg age ccg gaa aac ggc gcg cgc ate 
Thr Gin Leu Met Glu His Gly Trp Ser Pro Glu Asn Gly Ala Arg He 
35 40 45 



144 



50 



gtc gee aag gee tgg gtc gat ccg cag ttt cgc gag ctg ctg etc aag 192 

Val Ala Lys Ala Trp Val Asp Pro Gin Phe Arg Glu Leu Leu Leu Lys 
50 55 60 

gac ggt acg gec gee tgc gee cag ttc ggc ttc acc ggc cca caa ggc 240 

Asp Gly Thr Ala Ala Cys Ala Gin Phe Gly Phe Thr Gly Pro Gin Gly 
65 70 75 80 



55 gaa tac ate gtc gee ctg gaa gac acc ccg cag ttg aaa aac gtg ate 
Glu Tyr He Val Ala Leu Glu Asp Thr Pro Gin Leu Lys Asn Val He 
85 90 95 



288 



gtc tgt age ctg tgc tec tgc acg aac tgg ccg gtg ctg ggc ctg cca 
60 Val Cys Ser Leu Cys Ser Cys Thr Asn Trp Pro Val Leu Gly Leu Pro 
100 105 110 



336 
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cct gag tgg tac aag ggc ttc gag ttc cgt gcg egg ttg gtc egg gag 384 

Pro Glu Trp Tyr Lys Gly Phe Glu Phe Arg Ala Arg Leu Val Arg Glu 
115 120 125 

5 ggg cgc acg gta ttg cgc gag ctg ggc acc gag ttg ccc ggc gac atg 432 

Gly Arg Thr Val Leu Arg Glu Leu Gly Thr Glu Leu Pro Gly Asp Met 
130 135 140 

gtg gtc aag gtc tgg gac acc age get gaa age cgc tac ctg gtg ctg 480 

10 Val Val Lys Val Trp Asp Thr Ser Ala Glu Ser Arg Tyr Leu Val Leu 
145 150 155 160 

ccg caa cga cca gcg ggc tea gag cat atg age gaa gag cag ttg egg 528 

Pro Gin Arg Pro Ala Gly Ser Glu His Met Ser Glu Glu Gin Leu Arg 

15 165 170 175 

caa ctg gtc acc aag gac gtg ctg ate ggc gtc gec ctg ccc cgc gtt 576 

Gin Leu Val Thr Lys Asp Val Leu lie Gly Val Ala Leu Pro Arg Val 
180 185 190 



20 



40 



ggc tga gcaaggccgc ccaaccccat tcaacttccg gagtgttcaa t atg gat ggc 632 
Gly Met Asp Gly 

195 



25 ttt cac gat etc ggc ggt ttc cag ggc ttt ggc aaa gtg ccc cac cgc 680 
Phe His Asp Leu Gly Gly Phe Gin Gly Phe Gly Lys Val Pro His Arg 
200 205 210 

ate aac age ctg age tac aag cag gtg ttc aag cag gac tgg gaa cac 728 
30 lie Asn Ser Leu Ser Tyx Lys Gin Val Phe Lys Gin Asp Trp Glu His 
215 220 225 

ctg gec tac age ctg atg ttc ate ggc gtc gac cac ctg aac aag ttc 776 
Leu Ala Tyx Ser Leu Met Phe lie Gly Val Asp His Leu Asn Lys Phe 
35 230 235 240 

age gtc gac gaa ata cgt cat gee gtc gaa cgc att gac gtg cgc cag 824 
Ser Val Asp Glu lie Arg His Ala Val Glu Arg lie Asp Val Arg Gin 
245 250 255 260 



cac gtc ggc acc gaa tac tac gaa cgt tat gtg ate gec act gee acg 872 
His Val Gly Thr Glu Tyr Tyr Glu Arg Tyr Val He Ala Thr Ala Thr 
265 270 275 



45 ctg ctg gtc gaa aca ggc gtc ate acc cag -gec gaa ctg gat gaa gca 920 

Leu Leu Val Glu Thr Gly Val He Thr Gin Ala Glu Leu Asp Glu Ala 
280 285 290 

etc ggc teg cac ttc aag ctg gee aac ccc gee cat gcg caa ggg cgt 9 68 

50 Leu Gly Ser His Phe Lys Leu Ala Asn Pro Ala His Ala Gin Gly Arg 
295 300 305 * 

get gca att ate ggg cga gcg cct ttt gaa gtg ggc gat egg gtc ate 1016 

Ala Ala He He Gly Arg Ala Pro Phe Glu Val Gly Asp Arg Val He 
55 310 315 320 



60 



gta cgc gat gaa tac gtg gee ggg cat gtg cgc atg cct gca tac gtg 
Val Arg Asp Glu Tyr Val Ala Gly His Val Arg Met Pro Ala Tyr Val 
325 330 335 340 



1064 
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cgc ggc aag caa ggc gta gtg ctg cac egg acc act gaa cag tgg ccg 1112 
Arg Gly Lys Gin Gly Val Val Leu His Arg Thr Thr Glu Gin Trp Pro 
345 350 355 

5 ttt ccg gac gcg att ggc cat ggc gac cag age get gcg cat caa ccg 1160 
Phe Pro Asp Ala He Gly His Gly Asp Gin Ser Ala Ala His Gin Pro 
360 365 370 

acc tac cat gtc gag ttc cgc gtg egg gac ctg tgg ggc gat gee gca 1208 
10 Thr Tyr His Val Glu Phe Arg Val Arg Asp Leu Trp Gly Asp Ala Ala 
375 380 385 

gac gac ggc ctg gtg gtg gta gac ctg ttc gaa age tat ctg gac agg 1256 
Asp Asp Gly Leu Val Val Val Asp Leu Phe Glu Ser Tyr Leu Asp Arg 
15 " 390 395 400 

gtc gaa age ccg cga gtg gtg cgc gca tga gtgccggcgc ccaggcaggc 1306 
Val Glu Ser Pro Arg Val Val Arg Ala 
405 410 

20 









t* t" r*a crcrr* fc fc c 
L- l* ^tay y l. 


ctcggcgcag gcaagaccac 


cctgctcaac 


1366 






y v~GLGLv_» wy <■ — CI. 


ctctctc* c t eraser 


gtggcggtta tegtcaatga 


catgagegag 


1426 


25 


gtcaacatcg 


atgccgccca 


ggtccagcgc 


gaegttgege tgtatcgtgg ccaggatgaa 


1486 




ttgatagaga 


tgagcaaegg 


ctgtatctgc 


tgcaccctgc gcgccgacct 


gcttgagcag 


1546 


30 


atcagcgcgc 


tggcgcgcca 


geagegttte 


gattacctgt tgatcgagtc 


cacegggatt 


1606 


tccgagccga 


tgccagtcgc 


cgagaccttt 


gcqtttctcg acgccaacgg 


tttcagcctc 


1666 




agegaactgg 


cgcggctgga 


tacgctggtg 


acggtggtcg atgccagcca 


gttcatggcc 


1726 


35 


atgetcgact 


ctcccgaaac 


cgtcgcgcgg 


gccgacgtca ecaeggatga cagcaggcgc 


1786 




ccgctggccg 


atetgetgat 


cgagcaggtc 


gagtatgeca atgtgattct 


ggtcaacaaa 


1846 


40 


cgcgacctgg 


tcgacgaggc 


gcagtaccag 


gccctgcagg ,cagttctcgc 


egggctcaat 


1906 


ccaggcgcac 


agatcctgcc 


gatggtggcc 


ggcaaegteg ccctgtcgag cgtccttggt 


1966 




acccagctgt 


tegatttgee 


cagccttgcc 


gcagcgcccg gctggatgaa 


acagatggac 


2026 


45 


gcgcacgaca 


ccccggccgg 


egagtegcag 


acctatggcg tgacgtcatg ggtgtaccga 


2086 




gcgcgcgccc 


cgttccatcc 


geaaegcttg 


cttgattttc tcgcccggcc 


ctggcgcgac 


2146 


50 


ggccgtcttc 


tgcgcagcaa 


aggttatttc 


tggcttgeca gccgccaccg 


egaaategge 


2206 


ttgctggtac 


acagcggcca 


gcagtttcaa 


tgggactatg ttggccattg 


gtggaacttc 


2266 




ategacaegt 


cacagtggcc 


acaggacaag 


tategcttge agggcatcat 


ggccaagtgg 


2326 


55 


gacagcatcg 


teggegactg 


ccgacaggag 


ctgaaaagct tatga 




2371 



<210> 7 

<211> 193 

60 <212> PRT 

<213> Pseudomonas putida 



WO 2005/090394 



15 



PCTYEP2005/002689 



<400> 7 

Met Thr Ala Thr Ser Thr Pro Gly Glu Arg Ala Arg Ala Leu Phe Ala 
15 10 15 

5 

Val Leu Lys Arg Lys Asp Leu lie Pro Glu Gly Tyr lie Glu Gin Leu 
20 25 30 

10 

Thr Gin Leu Met Glu His Gly Trp Ser Pro Glu Asn Gly Ala Arg lie 
35 40 45 



15 Val Ala Lys Ala Trp Val Asp Pro Gin Phe Arg Glu Leu Leu Leu Lys 
50 55 60 

Asp Gly Thr Ala Ala Cys Ala Gin Phe Gly Phe Thr Gly Pro Gin Gly 
20 65 70 75 80 

Glu Tyr He Val Ala Leu Glu Asp Thr Pro Gin Leu Lys Asn Val He 
85 90 95 

25 

Val Cys Ser Leu Cys Ser Cys Thr Asn Trp Pro Val Leu Gly Leu Pro 
100 105 110 

30 

Pro Glu Trp Tyr Lys Gly Phe Glu Phe Arg Ala Arg Leu Val Arg Glu 
115 120 125 

35 Gly Arg Thr Val Leu Arg Glu Leu Gly Thr Glu Leu Pro Gly Asp Met 
130 135 140 

Val Val Lys Val Trp Asp Thr Ser Ala Glu Ser Arg Tyr Leu Val Leu 
40 145 150 155 160 

Pro Gin Arg Pro Ala Gly Ser Glu His Met Ser Glu Glu Gin Leu Arg 
165 170 175 

45 

Gin Leu Val Thr Lys Asp Val Leu He Gly Val Ala Leu Pro Arg Val 
180 185 190 



50 

Gly 



55 <210> 8 

<211> 220 

<212> PRT 

<213> Pseudomonas putida 



60 <400> 8 
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Met Asp Gly Phe His Asp Leu Gly Gly Phe Gin Gly Phe Gly Lys Val 
1 5 10 15 

5 Pro His Arg lie Asn Ser Leu Ser Tyr Lys Gin Val Phe Lys Gin Asp 
20 25 30 



Trp Glu His Leu Ala Tyr Ser Leu Met Phe He Gly Val Asp His Leu 
10 35 40 45 



Asn Lys Phe Ser Val Asp Glu He Arg His Ala Val Glu Arg He Asp 
50 55 60 

15 

Val Arg Gin His Val Gly Thr Glu Tyr Tyr Glu Arg Tyr Val He Ala 
65 70 75 80 

20 

Thr Ala Thr Leu Leu Val Glu Thr Gly Val He Thr Gin Ala Glu Leu 
85 90 95 

25 Asp Glu Ala Leu Gly Ser His Phe Lys Leu Ala Asn Pro Ala His Ala 
100 105 110. 



Gin Gly Arg Ala Ala He He Gly Arg Ala Pro Phe Glu Val Gly Asp 
30 115 120 125 

Arg Val He Val Arg Asp Glu Tyr Val Ala Gly His Val Arg Met Pro 
130 13 5 140 

35 

Ala Tyr Val Arg Gly Lys Gin Gly Val Val Leu His Arg Thr Thr Glu 
145 150 155 t 160 

40 

Gin Trp Pro Phe Pro Asp Ala He Gly His Gly Asp Gin Ser Ala Ala 
165 170 175 

45 His Gin Pro Thr Tyr His Val Glu Phe Arg Val Arg Asp Leu Trp Gly 
180 185 190 



Asp Ala Ala Asp Asp Gly Leu Val Val Val Asp Leu Phe Glu Ser Tyr 
50 195 200 205 



Leu Asp Arg Val Glu Ser Pro Arg Val Val Arg Ala 
210 215 220 

55 

<210> 9 
<211> 1089 
<212> DNA 
60 <213> Pseudomonas putida 
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10 



30 



50 



<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..(1089) 

<223> Gen der Kodierregion des Aktivatorproteins 
<400> 9 

atg agt gcc ggc gcc cag gca ggc egg ctg ccg gtg acg gtc ctt tea 48 
Met Ser Ala Gly Ala Gin Ala Gly Arg Leu Pro Val Thr Val Leu Ser 
1 5 10 15 



ggc ttc etc ggc gca ggc aag acc acc ctg etc aac cac ate ctg cgc 
Gly Phe Leu Gly Ala Gly Lys Thr Thr Leu Leu Asn His lie Leu Arg 
20 25 30 



gtc aac ate gat gcc gcc cag gtc cag cgc gac gtt gcg ctg tat cgt 
20 Val Asn lie Asp Ala Ala Gin Val Gin Arg Asp Val Ala Leu Tyr Arg 
50 55 60 

ggc cag gat gaa ttg ata gag atg age aac ggc tgt ate tgc tgc acc 
Gly Gin Asp Glu Leu He Glu Met Ser Asn Gly Cys He Cys Cys Thr 
25 65 . 70 75 80 



age gaa ctg gcg egg ctg gat acg ctg gtg acg gtg gtc gat gcc age 

40 Ser Glu Leu Ala Arg Leu Asp Thr Leu Val Thr Val Val Asp Ala Ser 
130 135 140 

cag ttc atg gcc atg etc gac tct ccc gaa acc gtc gcg egg gcc gac 

Gin Phe Met Ala Met Leu Asp Ser Pro Glu Thr Val Ala Arg Ala Asp 

45 145 150 155 160 

gtc acc acg gat gac age agg cgc ccg ctg gcc gat ctg ctg ate gag 

Val Thr Thr Asp Asp Ser Arg Arg Pro Leu Ala Asp Leu Leu He Glu 



55 gac gag gcg cag tac cag gcc ctg cag gca gtt etc gcc ggg etc aat 
Asp Glu Ala Gin Tyr Gin Ala Leu Gin Ala Val Leu Ala Gly Leu Asn 
195 200 205 

cca ggc gca cag ate ctg ccg atg gtg gcc ggc aac gtc gcc ctg teg 
60 Pro Gly Ala Gin He Leu Pro Met Val Ala Gly Asn Val Ala Leu Ser 
210 215 220 



96 



15 aac cgc cag ggc ctg aag gtg gcg gtt ate gtc aat gac atg age gag 144 
Asn Arg Gin Gly Leu Lys Val Ala Val He Val Asn Asp Met Ser Glu 
35 40 45 



192 



240 



ctg cgc gcc gac ctg ctt gag cag ate age gcg ctg gcg cgc cag cag 288 
Leu Arg Ala Asp Leu Leu Glu Gin He Ser Ala Leu Ala Arg Gin Gin 
85 90 95 

cgt ttc gat tac ctg ttg ate gag tec acc ggg att tec gag ccg atg 336 
Arg Phe Asp Tyr Leu Leu He Glu Ser Thr Gly He Ser Glu Pro Met 
100 105 110 



35 cca gtc gcc gag acc ttt gcc ttt etc gac gcc aac ggt ttc age etc 384 
Pro Val Ala Glu Thr Phe Ala Phe Leu Asp Ala Asn Gly Phe Ser Leu 
115 120 125 



432 



480 



528 



165 170 175 

cag gtc gag tat gcc aat gtg att ctg gtc aac aaa cgc gac ctg gtc 576 
Gin Val Glu Tyr Ala Asn Val He Leu Val Asn Lys Arg Asp Leu Val 
180 185 190 



624 



672 
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age gtc ctt ggt acc cag ctg ttc gat ttg ccc age ctt gec gca gcg 720 
Ser Val Leu Gly Thr Gin Leu Phe Asp Leu Pro Ser Leu Ala Ala Ala 
225 230 235 240 

5 ccc ggc tgg atg aaa cag afcg gac gcg cac gac acc ccg gec ggc gag 768 
Pro Gly Trp Met Lys Gin Met Asp Ala His Asp Thr Pro Ala Gly Glu 
245 250 255 

teg cag acc tat ggc gtg acg tea tgg gtg tac cga gcg cgc gee ccg 816 
10 Ser Gin Thr Tyr Gly Val Thr Ser Trp Val Tyr Arg Ala Arg Ala Pro 
260 265 270 

ttc cat ccg caa cgc ttg ctt gat ttt etc gee egg ccc tgg cgc gac 864 
Phe His Pro Gin Arg Leu Leu Asp Phe Leu Ala Arg Pro Trp Arg Asp 
15 275 280 285 

gge cgt ctt ctg cgc age aaa ggt tat ttc tgg ctt gec age cgc cac 912 
Gly Arg Leu Leu Arg Ser Lys Gly Tyr Phe Trp Leu Ala Ser Arg His 
290 295 300 



20 



cgc gaa ate ggc ttg ctg gta cac age ggc cag cag ttt caa tgg gac 960 
Arg Glu lie Gly Leu Leu Val His Ser Gly Gin Gin Phe Gin Trp Asp 
305 "* 310 315 320 



25 tat gtt ggc cat tgg tgg aac ttc ate gac acg tea cag tgg cca cag 1008 

Tyr Val Gly His Trp Trp Asn Phe lie Asp Thr Ser Gin Trp Pro Gin 
325 330 335 

gac aag tat cgc ttg cag ggc ate atg gec .aag tgg gac age ate gtc 1056 

30 Asp Lys Tyr Arg Leu Gin Gly lie Met Ala Lys Trp Asp Ser lie Val 
340 345 350 . 

ggc gac tgc cga cag gag ctg aaa age tta tga 1089 

Gly Asp Cys Arg Gin Glu Leu Lys Ser Leu 

35 355 360 



<210> 10 

<211> 362 

40 <212> PRT 

<213> Pseudomonas putida 

<400> 10 

45 Met Ser Ala Gly Ala Gin Ala Gly Arg Leu Pro Val Thr Val Leu Ser 
15 10 15 



Gly Phe Leu Gly Ala Gly Lys Thr Thr Leu Leu Asn His lie Leu Arg 
50 " 20 25 30 



Asn Arg Gin Gly Leu Lys Val Ala Val lie Val Asn Asp Met Ser Glu 
35 40 45 

55 

Val Asn He Asp Ala Ala Gin Val Gin Arg Asp Val Ala Leu Tyr Arg 
50 55 60 

60 

Gly Gin Asp Glu Leu lie Glu Met Ser Asn Gly Cys He Cys Cys Thr 
65 70 75 80 
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lieu Arg Ala Asp Leu Leu Glu Gin lie Ser Ala Leu Ala Arg Gin Gin 
85 90 95 



5 Arg Phe Asp Tyr Leu Leu He Glu Ser Thr Gly He Ser Glu Pro Met 
100 105 110 



Pro Val Ala Glu Thr Phe Ala Phe Leu Asp Ala Asn Gly Phe Ser Leu 
10 115 120 125 

Ser Glu Leu Ala Arg Leu Asp 'Thr Leu Val Thr Val Val Asp Ala Ser 
130 135 140 

15 

Gin Phe Met Ala Met Leu Asp Ser Pro Glu Thr Val Ala Arg Ala Asp 
145 150 155 160 

20 

Val Thr Thr Asp Asp Ser Arg Arg Pro Leu Ala Asp Leu Leu lie Glu 
165 170 - 175 

25 Gin Val Glu Tyr Ala Asn Val He Leu Val Asn Lys Arg Asp Leu Val 
180 185 190 

Asp Glu Ala Gin Tyr Gin Ala Leu Gin Ala Val Leu Ala Gly Leu Asn 
30 195 200 205 

Pro Gly Ala Gin He Leu Pro Met Val Ala Gly Asn Val Ala Leu Ser 
210 215 220 

35 

Ser Val Leu Gly Tbx Gin Leu Phe Asp Leu Pro Ser Leu Ala Ala Ala 
225 230 235 240 

40 

Pro Gly Trp Met Lys Gin Met Asp Ala His Asp Thr Pro Ala Gly Glu 
245 250 255 

45 Ser Gin Thr Tyr Gly Val Thr Ser Trp Val Tyr Arg Ala Arg Ala Pro 
260 265 270 

Phe His Pro Gin Arg Leu Leu Asp Phe Leu Ala Arg Pro Trp Arg Asp 
50 275 280 285 

Gly Arg Leu Leu Arg Ser Lys Gly Tyr Phe Trp Leu Ala Ser Arg His 
290 295 300 

55 

Arg Glu He Gly Leu Leu Val His Ser Gly Gin Gin Phe Gin Trp Asp 
305 310 315 320 



60 



Tyr Val Gly His Trp Trp Asn Phe He Asp Thr Ser Gin Trp Pro Gin 
325 330 335 
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Asp Lys Tyr Arg Leu Gin Gly He Met Ala Lys Trp Asp Ser He Val 
340 345 350 



5 Gly Asp Cys Arg Gin Glu Leu Lys Ser Leu* 







355 360 




<210> 


11 


10 


<211> 


30 




<212> 


DNA 




<213> 


Artificial Sequence 




<220> 




15 


<223> 


Primer IF 




<400> 


11 




ctccaccata tgagtacagc tacttcaacg 


20 








<210> 


12 




<211> 


30 




<212> 


DNA 




<213> 


Artificial Sequence 


25 








<220> 






<223> 


Primer 1R 




<400> 


12 


30 


cttcataagc ttctatctcg gatcaaatgg 




<210> 


13 




<211> 


25 


35 


<212> 


DNA 




<213> 


Artificial Sequence 




<220> 






<223> 


Primer 2F 


40 








<400> 


13 




atgacggcaa cttcaacccc tggtg 


45 


<210> 


14 




<211> 


20 




<212> 


DNA 




<213> 


Artificial Sequence 


50 


<220> 






<223> 


Primer 2R 



30 



30 



25 



<400> 14 

tcagctcctg tcggcagtcg 20 



55 



